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DEUTSCH Gebrauchsanweisung

Anti-HAV IgM ELISA E11

96 Bestimmungen

Regulatorischer Status

FUr Forschungsanwendungen

Testprinzip Sandwich ELISA
Dauer (Inkubationszeit) 3,5h
Konjugatkonzentrat 100fach konzentriert
Antigenldsung gebrauchsfertig
Verdinnungspuffer & Substrat gebrauchsfertig

Waschbuffer

20fach konzentriert

Positiv- und Negativkontrolle

gebrauchsfertig

Proben humanes Serum / Plasma
Erforderliches Probenvolumen 10 yL
Probenverdinnung 1:2000

1. ZWECKBESTIMMUNG

Der MEDIAGNOST Anti-HAV-IgM ELISA ist ein Enzymimmunoassay fiir Forschungszwecke zum
qualitativen und quantitativen Nachweis von IgM Antikdrpern gegen das Hepatitis A-Virus in
Humanserum und —plasma

2. GRUNDLAGEN

Ein positiver Nachweis von Anti<HAV-IgM (Antikbrper gegen das Hepatitis A-Virus der IgM-
Klasse) im Serum oder Plasma von Patienten beweist eine frische Infektion mit dem Hepatitis A-
Virus. Je nach Héhe des anti-HAV-IgM-Titers kann zwischen einer akuten Infektion (1-3 Monate
nach Beginn der klinischen Symptomatik) und einer frihen Rekonvaleszenz (3-6 Monate)
unterschieden werden. Bei ca. 10 % der klinisch Erkrankten bleibt das Serum noch langer anti-
HAV-IgM positiv (6-12 Monate). Die Ermittlung und der Vergleich von Serumtitern zur
Verlaufskontrolle sind im quantitativen Testverfahren maoglich.

3. TESTPRINZIP

Der MEDIAGNOST ( Anti-HAV IgM ELISA ist ein Enzymimmunoassay, der auf dem "class-
capture" Prinzip beruht.

Die verdunnten Proben werden in die Vertiefungen der Testplatte pipettiert, die mit einem
Antikdrper .gegen humane IgM Antikoérper (u—Ketten spezifisch) beschichtet sind. Alle in der
Probe vorhandenen IgM-Antikérper werden gebunden. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die
Testplatte. gewaschen. Danach wird das HAV-Antigen einpipettiert, das nur an die HAV-
spezifischen IgM-Antikorper bindet. Nach der Inkubationszeit wird das Uberschussige Antigen
durch Waschen entfernt. Das gebundene Antigen wird durch Zugabe des Konjugats
(monoklonaler Anti-HAV Antikorper, Peroxidase konjugiert) nachgewiesen. Anschlielend wird
das Substrat zugegeben. Bei Anwesenheit Anti-HAV spezifischer Antikorper in der Serumprobe
wird das Substrat zu einem dunkelblauen Farbstoff umgesetzt, die Reaktion wird durch Zugabe
der Stopplésung beendet und die Farbe schlagt wird in Gelb um. Die photometrisch
ausgemessene Farbintensitat, ist proportional zur Konzentration der HAV-spezifischen IgM
Antikorper in der Probe.
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4, WARNHINWEISE UND VORSCHRIFTMARNAHMEN

Der Mediagnost Kit ist nur zum In-vitro-Gebrauch und nicht zur inneren Anwendung bei Mensch und Tier geeignet. Dieses
Produkt darf nur exakt wie in der mitgelieferten Anleitung beschrieben eingesetzt werden. Mediagnost kann nicht fir einen
eventuellen Verlust oder Schaden haftbar gemacht werden, der durch Nichtbeachtung der Instruktionen entsteht, soweit keine
gesetzliche Regelung anderes besagt.

VORSICHT: Dieser Kit enthilt Material humanen und/oder tierischen Ursprungs. Die Bestandteile des Kits sind so zu
handhaben, als ob sie infektios waren.

Bitte verwenden Sie keine abgelaufenen, offensichtlich beschadigten, mikrobiell kontaminierten oder ausgelaufenen Reagenzien.
Angemessene VorsichtsmaRnahmen und die Regeln der guten Laborpraxis miissen bei Lagerung, Gebrauch und Entsorgung. der
Bestandteile des Kits eingehalten werden. Die Entsorgung der Bestandteile des Kits muss nach den értlichen Vorschriften
erfolgen.

Menschliches Serum:

in folgenden Komponenten enthalten: PK, NK, KK

Das humane Material, das fir die Praparation dieses Produktes verwendet wird, wurde mit negativem Ergebnis auf Humanen
Immundefiziens-Virus (HIV | und Il), Hepatitis B-Oberflachenantigen und Hepatitis C Virus getestet. \Da kein Test das
Vorhandensein von infektidsen Erregern vollig ausschlielen kann, sollten die Reagenzien wie potentiell infektioses Material
gehandhabt werden. Das Antigen AG wurde mit Formaldehyd inaktiviert.

Reagenzien KK, VP, WP
enthalten als Konservierungsmittel 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one und 2-methyl-4-isothiazolin-3-one (je <0,015%)

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.

P272 Kontaminierte Arbeitskleidung nicht auRerhalb des Arbeitsplatzes tragen.

P261 Einatmen von Dampf vermeiden.

P333+P313 Bei Hautreizung oder —ausschlag: Arztlichen Rat einholen/ arztliche Hilfe hinzuziehen.

P302+P352 BEI KONTAKT MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und Seife waschen.

P501 Entsorgung des Inhalts/des Behalters gemaf den értlichen/ regionalen/ nationalen/ internationalen Vorschriften.

Substratlésung (S)
Das TMB-Substrat (S) enthalt 3,3",5,5" Tetramethylbenzidin.(<0.05%)

H315 Verursacht Hautreizungen.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H335 Kann Atemwege reizen.

P261 Einatmen von Staub/ Rauch/ Gas/ Nebel/ Dampf/ Aerosol vermeiden.

P305+P351+ BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: einige' Minuten lang behutsam mit Wasser spulen.
P338 Vorhandene Kontaktlinsen.nach Moglichkeit entfernen. Weiter spulen.

Stopplosung (SL)
Die Stopplésung enthalt 0,2 M Schwefelsdure (H2SO34)

H290 Kann gegenulber Metallen korrosiv sein.

H314 Verursacht schwere Veratzung der Haut und schwere Augenschaden.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.
P301+P330+ BEI VERSCHLUCKEN: Mund ausspiilen.

P331 KEIN Erbrechen herbeiftihren.

P305+P351+ BEI KONTAKT. MIT DEN AUGEN: einige Minuten lang behutsam mit Wasser spulen.
P338 Vorhandene. Kontaktlinsen nach Mdglichkeit entfernen. Weiter spilen.

P309+P310 BEI Exposition oder Unwohlsein: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.

4.1. Erste-Hilfe MaBnahmen

Nach Hautkontakt: Nach BerUhrung mit der Haut mindestens 15 Minuten lang mit gentiigend Wasser
abwaschen. Kontaminierte Kleidung und Schuhe wechseln.

Nach Augenkontakt: Nach Berlhrung mit den Augen mindestens 15 Minuten lang mit genligend Wasser
spulen. Ausreichende Spulung durch Spreizung der Augenlider sicherstellen.

Nach Verschlucken: Mund mit Wasser ausspulen, vorausgesetzt die Person ist bei Bewusstsein. Sofort
einen Arzt zuziehen.
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5. PROBEN
5.1. Probenmaterial
Serum und EDTA-Plasma

5.2. Probenentnahme

Das Blut zur Probengewinnung mittels standardmaRiger Venenpunktion entnehmen.
Hamolytische Reaktionen sind zu vermeiden.

5.3. Erforderliches Probenvolumen:
10 yL

5.4. Probenverdiinnung

Die Verdunnung der Proben sollte in PE/PP-Gefalden erfolgen. Bei grolReren. Serien empfiehlt
sich der Gebrauch eines Multi-Steppers. Die Proben mussen vor jedem Verdlnnungsschritt gut
gemischt werden.

Empfohlene Verdinnung: fur qualitativen Testverfahren:1:2000 mit Verdinnungspuffer VP.

Im quantitativen Testverfahren wird das Patientenserum mit Verdunnungspuffer in den
Verdiinnungsstufen 1:2000, 1:20000, 1:200000, 1:2000000.

Exemplarisches Verdiinnungsprotokoll

1:20 Vorverdiinnung
190 pL Verdinnungspuffer VP + 10 uL Serum- oder EDTA-Plasma

Die vorverdinnte Probe sollte dann wie folgt verdunnt werden:

1:2000 Verdiinnung
10 pL von der 1:20 vor-verdinnten Probe in 990 pL Verdunnungspuffer VP geben

Weitere Probenverdiinnung fiir den Quantitativen Testsverfahren
1:20000 Verdiinnung
100 pL von der 1:2000 verdinnten Probe in 900 puL Verdinnungspuffer VP geben

1:200000 Verdiinnung
100 pL von der 1:20000 verdinnten Probe in 900 pL Verdinnungspuffer VP geben

1:2000000 Verdiinnung
100 pL von der 1:200000 verdunnten Probe in 900 yL Verdinnungspuffer VP geben

Nach dem Mischen 100 pL von der jeweilig bendtigten Verdlinnung pro Vertiefung im Assay

einsetzen.
Es wird empfohlen die verdiunnten Proben innerhalb einer Stunde zu verbrauchen.
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6. MATERIALIEN
6.1. Inhalt der Testpackung

Die im Kit gelieferten Reagenzien sind ausreichend fur 96 Tests.
Die Vertiefungen der Mikrotiterplatte sind einzeln abbrechbar.

MTP | Mikrotiterplatte, gebrauchsfertig, beschichtet mit anti-human-IgM (8x12)
(u-chain spezifisch) beschichtet. Vertiefungen

KK Konjugatkonzentrat, 100fach konzentriert: Peroxidase markiertes 1 x 250 pL
anti-HAV 1gG (monoklonal, Maus).

AG HAV-Antigen, gebrauchsfertig, Hepatitis A Virus Antigen, inaktiviert. 13,5mL

PK Positivkontrolle, gebrauchsfertig, rekalzifiziertes Humanplasma, 1x2mL
reaktiv fur anti-HAV-IgM, Titer > 1: 10000.

NK Negativkontrolle, gebrauchsfertig, rekalzifiziertes Humanplasma, 1 x4 mL

nicht reaktiv fur anti-HAV IgM/IgG, HBsAg, anti-HIV, anti HCV.

VP Verdiinnungspuffer, gebrauchsfertig, bitte vor Gebrauch schitteln. 1x120 mL

WP Waschpuffer, 20fach konzentrierte Losung. 1 x50 mL
S Substrat, gebrauchsfertig, Meerrettich-Peroxidase (POD)-Substrat, 1x12mL
stabilisiertes Tetramethylbenzidin (TMB).
SL Stopplosung, gebrauchsfertig, 1x12mL
0,2 M Schwefelsaure.
- Abdeckfolie fur die Mikrotiterplatte 2x
I:E] Packungsbeilage 1 x
- Qualitatskontrollzertifikat (QC-Zertifikat) 1x

6.2. Zusatzlich bendtigte Materialien

e Destilliertes oder entmineralisiertes Wasser zum Verdinnen des Waschpuffers WP, 950
mL

Mikropipetten und Mehrkanal-Pipetten mit auswechselbaren Einmalspitzen
Vortex-Mischgerat

Inkubator (geeignet fir Inkubationen bei 37°C)

Mikrotiterplattenwascher (empfohlen)

Photometer fur Mikrotiterplatten ("ELISA-Reader"), Filter bei 450 und >590 nm.
Polyethylen PE/ Polypropylen PP Réhrchen zum Verdinnen der Proben
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7. TECHNISCHE HINWEISE

Lagerbedingungen
Nach Erhalt sollte der Testkit bei 2 - 8°C (rekonstitutierte Reagenzien bei -20°C) bis zum Verfallsdatum gelagert werden.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen ist zu vermeiden.

Haltbarkeit

Die Haltbarkeit der Reagenzien nach Offnung betragt 4 Wochen. Nicht verwendete Streifen der Testplatte sind
zusammen mit dem Trockenkissen luftdicht in dem wiederverschlieRbaren Klippbeutel bei 2° - 8°C zu lagern. Die
Streifen bitte nur in dem mitgelieferten Rahmen verwenden. Der 1:20 gebrauchsfertig verdiinnte Waschpuffer WP ist
nur 4 Wochen haltbar.

Vorbereitung der Reagenzien

Alle Komponenten des Kits mussen vor Gebrauch gemixt und auf Raumtemperatur 20-25°C gebracht werden, die-evil. in
manchen Puffern vorhandenen Prazipitate missen vor Gebrauch durch Mischen und Erwarmen wieder geldst werden.
Reagenzien aus Kits mit unterschiedlichen Chargen-Nummern sollten nicht vermischt werden.

Verdiinnung
Far die Verdinnung des Konjugatkonzentrates KK wird der Verdiinnungspuffer VP verwendet. Es ist immer nur die jeweils
bendtigte Menge anzusetzen. Die Konjugatgebrauchsldsung ist bei 4°C mindestens eine Woche haltbar.

Das bendtigte Volumen des Waschpuffers WP wird vorbereitet, indem das 20fach Konzentrat'im Verhaltnis 1:20 mit Aqua
dest. verdiinnt wird. Es istimmer nur die jeweils bendtigte Menge anzusetzen.

Inkubation
Inkubation bei Raumtemperatur bedeutet: Inkubation bei 20 - 25°C...Die Substratldsung S, ist lichtempfindlich—
Aufbewahrung und Inkubation bitte vor Licht geschutzt.

Testdurchfiihrung

Die Messungen sollten stets in Doppelbestimmung durchgefiihrt werden., Um optimale Ergebnisse zu erhalten, ist auf
genaues Pipettieren und strikte Befolgung des Testprotokolls. zu-~achten. Bei der Testdurchfihrung sollten die
Substratlésung S und die Stoppldsung SL in der gleichen Reihenfolge und in dem gleichen Zeitintervall auf die Platte
zugegeben werden. Dies verhindert Variationen in der Konzentrationsbestimmung durch unterschiedliche
Inkubationszeiten.

Waschen

Korrektes Waschen ist von grundlegender Bedeutung fir den sicheren, richtigen und prézisen Ablauf des Testes.
Ungentgendes Waschen ist eine hdufige Ursache fur nicht valide Testdurchfihrungen. Mdgliche Folgen sind
unkontrollierte unspezifische Variationen der gemessenen optischen Dichten, die zu falschen Ergebnisberechnungen der
Proben fihren kénnen. Mdégliche-Hinweise darauf sind z.B. hohe Leerwerte und variabel streuende Messwerte. Zum
Waschen muss der mitgelieferte.und auf. Gebrauchskonzentration verdiinnte Waschpuffer verwendet werden. Das
Waschvolumen pro Waschzyklus-und Vertiefung muss mindestens 300 uL betragen.

Bei Gebrauch eines speziellen automatischen Mikrotiterplattenwashers ist unbedingt dessen Gebrauchsanweisung zu
befolgen. Die Gerateeinstellungen.mussen u.a. der Mikrotiterplattengeometrie und den Parametern der Waschspezifikation
angepasst werden. Es-ist zu beachten, dass die Dispensier- und Absaugkapillaren des Gerates nicht die Oberflache der
Vertiefungen der-Mikrotiterplatte beschadigen. Die verbleibende Restfliissigkeit nach jedem Absaugen muss minimiert
werden. Nach Ende des gesamten Waschvorganges sollte die Menge der verbleibenden Restflissigkeit Giberprift und ggfs.
verringert werden durch mehrmaliges Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff.

Manuelles Waschen.ist eine gute Alternative. Die Waschfliissigkeit kann dabei per Multistepper, Mehrkanalpipette oder
auch_mit-einer Spritzflasche dispensiert werden. Die Waschflissigkeit kann durch schwungvolles Ausschwenken der
Mikrotiterplatte tiber einem Becken entfernt werden. Falls Absaugvorrichtungen eingesetzt werden, ist darauf zu achten,
dass die Oberflachen der Vertiefungen der Mikrotiterplatte nicht beschadigt werden. Nach jedem einzelnen Waschzyklus
sollte die-verbleibende Restflissigkeit durch Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff griindlich entfernt
werden.
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8. TESTVERFAHREN Qualitativ

Vorbereitung der Reagenzien

Vor der Testdurchflihrung alle Reagenzien auf Raumtemperatur (20-25°C) bringen.

Verdiinnung
. in Verdunnungspuffer VP )
KK | Konjugatkonzentrat (2.B. 10 uL KK + 990 uL VP) 1:100
in Aqua dest. .
WP | Waschpuffer (z.B. 50 mL WP + 950 mL A.dest) 1:20
- Proben in Verdinnungspuffer VP (siehe Seite 7) 1:2000
Testdurchfiihrung
Pipettieren Reagenzien Position
- Die erste Vertiefung (A1) Reagenzienleerwert wird freigelassen - A1
100 uL Positivkontrolle PK B1/C1/D1
100 uL Negativkontrolle NK E1/F1
100 pL Proben z.B. 1:2000 verdinnt, wir empfehlen Doppelbestimmung | Nach Bedarf

mit Klebefolie die Vertiefungen dicht abdecken.

Inkubation: 1 h bei 37°C

3x 300 yL | Absaugen und die Platte 3x mit je' 300 uL Waschpuffer WP/ In jede Vertiefung
Vertiefung waschen.

Ab B1 in jede

100 yL HAV-Antigen AG Lo6sung Vertiefung

mit Klebefolie.die Vertiefungen dicht abdecken.

Inkubation: 1 h bei 37°C

3x 300 pL Absaugen und die Platte 3x mit je 300 L Waschpuffer WP/ In jede Vertiefung
Vertiefung waschen.

Ab B1 in jede

100 pL Konjugat-Gebrauchslésung KK Vertiefung

mit Klebefolie die Vertiefungen dicht abdecken.

Inkubation: 1 h bei 37°C

3x 300 uL Absaugen und die Platte 3x mit je 300 pL Waschpuffer WP/ In jede Vertiefung
Vertiefung waschen.
N In jede Vertiefung,
100 pL Substratiésung S auch in A1l
Substrat S Inkubation: 30 Minuten im Dunklen bei 20-25°C
N In jede Vertiefung,
100 pL Stopplésung SL auch in A1l

Messung der Absorption innerhalb von 30 min bei 450 nm (ReferenZzfilter = 590 nm).

Der Reagenzienleerwert wird von den Extinktionen der Kontrollseren und Proben subtrahiert.
Dies ist bei den meisten Photometern durch einen Nullabgleich des Reagenzienleerwertes
(,Blank®) méglich.
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9. QUALITATSKONTROLLE

9.1. Qualitatskriterien

Die Differenz der Extinktionsmittelwerte der Positivkontrolle PK und der Negativkontrolle NK
muss mindestens 0,4 betragen und die Extinktion der negativen Serumkontrolle darf 0,1 nicht
Ubersteigen, andernfalls ist der Test nicht auswertbar.

10. AUSWERTUNG VON TESTERGEBNISSE / QUALITATIVE

30% des Extinktionswertes (Mittelwert) der Positivkontrolle PK + Extinktionswert (Mittelwert). der
Negativkontrolle NK wird als Cut-off verwendet. Interpretation vom positiven Testergebnis:
Proben mit einer Extinktion gleich oder hoher als die Cut-off werden als positiv betrachtet.
Probenwerte mit einer Extinktion von + 10% des Cut-off-Wertes werden. als grenzwertig
betrachtet. In diesem Fall wiederholen Sie den Test.

Die Berechnung des Cut-off (Grenzwertes) erfolgt anhand folgender Formel:
Extinktion der Positivkontrolle PK x 0,3 + Extinktion der Negativkontrolle NK.

Berechnungsbeispiel

Positivkontrolle PK: Extinktion:
1 1,120
2 1,205
3 1,196
Summe: 3.521
Mittelwert: 3,521 =1,174
3
Negativkontrolle NK: Extinktion:
1 0,021
2 0,025
Summe: 0,046
Mittelwert: 0,046 = 0,023
2

Beispielhafte Rechnung des Cut-offs:
1,174 x 0,3'+.0,023.=0,375

Bei grenzwertigen Proben, d.h. Proben deren Extinktion im Bereich von £ 10 % des Cut-offs liegt,
ist die Bestimmung zu wiederholen.

Im obigen Beispiel waren dies Proben mit einer Extinktion von 0,375 + 0,038 = 0,412 bzw.
0,375 0,038 = 0,337.

IFU E11 RUO D/E 11 31.07.2017 Version 8



11. TESTVERFAHREN QUANTITATIV:

Im quantitativen Testverfahren kdnnen Serumtiter ermittelt und damit der Krankheitsverlauf
kontrolliert werden.

11.1. Probenvorbereitung

(s. Probenverdiunnung, Seite 7)
Im quantitativen Testverfahren wird das Patientenserum mit Verdlinnungspuffer in den
Verdinnungsstufen 1:2000, 1:20000, 1: 200000, 1:2000000) angesetzt.

11.2. Testdurchfiihrung:

Von den oben genannten Serumverdinnungen werden je 100 uL pro Vertiefung pipettiert (wir
empfehlen Doppelbestimmungen). Testablauf sonst wie bei "Testverfahren Qualitativ”
beschrieben.

12. AUSWERTUNG VON TESTERGEBNISSE / QUANTITATIVE

Beim quantitativen Nachweis des Anti-HAV-IgM erfolgt die Bestimmung des Titers mittels einer
graphischen Darstellung oder Uber ein entsprechendes Auswerteprogramm.

Zur graphischen Darstellung wird halblogarithmisches Millimeter-Papier verwendet. Auf der
Ordinate (y-Achse) werden die Extinktionen, auf der Abszisse ~ (x-Achse, logarithmische
Einteilung) werden die Verdinnungsstufen des Patientenserums aufgetragen.

Titerermittlung, Beispiel:
Mittelwert Extinktion Positivkontrolle PK: 1,240
Mittelwert Extinktion Negativkontrolle NK: 0,026
Cut-off: 1,240 x 0,3 + 0,026 =0,398
Serumverdunnungen  Extinktion:

1:2000 1,302
1:20000 1,098
1: 200000 0,630
1: 2000000 0,060

Die gemessenen Extinktionen der einzelnen Serumverdinnungen werden in das Diagramm
eingetragen, ebenso der'Cut-off als Gerade parallel zur Abszisse (siehe Graphik nachste Seite).
Die Punkte der Messwerte werden zu einer Kurve verbunden; dort, wo die Titrationskurve die
Cut-off Gerade schneidet, ‘wird das Lot gefallt und der anti-HAV-IgM-Titer auf der Abszisse
abgelesen.

Der Serumtiter-in diesem Beispiel ist 1:500000.

13. EINSCHRANKUNGEN

Der Einfluss.der heterophilen Antikérpern, Rheumafaktoren, Anti-Species Antikérper wird durch
das Assay-Design reduziert, aber kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Hohere
Konzentrationen von verschiedenen physiologischen oder pharmazeutischen oder anderen
Substanzen kdnnen die Messung storen.
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ENGLISH Instructions for use

Anti-HAV ELISA E11 96 Determinations

Regulatory Status For Research Use Only. Not for diagnostic purposes
Principle of the test Sandwich ELISA

Duration (incubation period) [3.5h

Conjugate Concentrate 100-fold concentrated

Antigen solution Ready for use

Dilution Buffer and Substrate |Ready for Use

Washing buffer 20-fold concentrated
Positive and Negative Control | Ready for use

Sample human Serum / Plasma
Required sample volume 10 yL

Sample dilution 1:2000

1. INTENTED USE

The mediagnost anti-HAV IgM ELISA E11, is an enzyme immunoassay for research use for
the qualitative and quantitative detection of IgM antibodies in human serum or plasma
directed against the Hepatitis A-Virus.

2. INTRODUCTION

The detection of anti-HAV IgM (IgM antibodies specific for Hepatitis A virus) in the serum or
plasma of patients indicates a.fresh infection with the Hepatitis-A virus. Depending on the
anti-HAV IgM titre it is possible to differentiate between an acute infection (1 - 3 months after
the start of clinical symptoms) and early convalescence (3 - 6 months). In rare cases (approx.
10% of all clinical cases) the anti-HAV IgM response remains positive (6 - 12 months).

3. ASSAY PRINCIPLE

The Mediagnost:anti-HAV. IgM ELISA is a "class-capture" enzyme immuoassay. Serum or
plasma samples are diluted 1:2000 and added to the wells of a microtiter plate, which have
been previously coated with an antibody directed against human IgM antibodies (u-chain
specific). All IlgM. antibodies present in the sample are bound during an incubation step. After
washing, the Hepatitis A-virus is added, which binds only to the HAV-specific IgM antibodies.
The bound antigen is detected by the addition of the conjugate (monoclonal anti-HAV
antibody, peroxidase conjugated). After washing and incubation with a colorimetric substrate
the reaction is terminated by addition of stop solution and the color turns to yellow. The
absorbance of the coloured reaction product is measured on a microtiter plate reader. The
colour intensity of the reaction corresponds to the concentration of antibodies in the sample.
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4, WARNINGS AND PRECAUTIONS

For In Vitro Use only. For Professional use only.

The Mediagnost kit is suitable only for in vitro use and not for internal use in humans and animals. Follow strictly
the test protocol. Use the valid version of the package insert provided with the kit. Be sure that everything has
been understood. Mediagnost will not be held responsible for any loss or damage (except as required by
statute) howsoever caused, arising out of noncompliance with the instructions provided.

Do not use obvious damaged or microbial contaminated or spilled material.

Caution: This kit contains material of human and/or animal origin. Therefore all components and patient’s
specimens should be treated as potentially infectious.

Appropriate precautions and good laboratory practices must be used in the storage, handling and disposal of
the kit reagents. The disposal of the kit components must be made according to the local regulations.

Human Serum

Following components contain human material: PK, NK, KK

The antigen has been inactivated with formaldehyde. Source human serum for the control.sera provided-in this
kit was tested and found non-reactive for Hepatitis-B surface antigen (HBsAg), Hepatitis-C virus. (HCV), and
Human Immunodeficiency Virus 1 and 2 (HIV). No known methods can offer total security of the absence of
infectious agents; therefore all components and patient’s specimens should be treated as potentially infectious.
The antigen AG has been inactivated with formaldehyde.

Reagents KK, VP, WP
Contain as preservative 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and 2-methyl-4-isothiazolin-3-one (<0.015%)
H317 May cause an allergic skin reaction.

P280 Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.
P272 Contaminated work clothing should not be allowed out of the workplace.
P261 Avoid breathing dust/ fume/ gas/ mist/ vapours/ spray.

P333+P313 If skin irritation or rash occurs: Get medical advice/-attention.

P302+P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and water.

P501 Dispose of contents/ container in accordance with local/ regional/ national/ international
regulations.

Substrate Solution S

The TMB-Substrate (S) contains 3,3°,5,5" Tetramethylbencidine (<0.05%)

H315 Causes skin irritation:

H319 Causes serious eye irritation.

H335 May cause respiratory irritation.

P261 Avoid breathing dust/ fume/ gas/ mist/ vapours/ spray.

P305+P351+ IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes.

P338 Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

Stopping Solution SL
The Stopping solution contains 0.2 M acid sulphur acid (H,SOy4)

H290 May be corrosive to metals.

H314 Causes severe skin burns and eye damage.

P280 Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.
P301+P330+ . IF. SWALLOWED: rinse mouth.

P331 Do NOT induce vomiting.

P305+P351+ - IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes.

P338 Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

P309+P310 IF exposed or if you feel unwell: Immediately call a POISON CENTER or doctor/physician.

4.1. General first aid procedures:

Skin contact: Wash affected area rinse immediately with plenty of water at least 15 minutes. Remove
contaminated cloths and shoes.

Eye contact: In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water at least 15 minutes. In order to
assure an effectual rinsing spread the eyelids.

Ingestion: After swallowing the product, if the affected person is conscious, rinse out the mouth with plenty of
water: seek medical advice immediately.
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5. SAMPLES

5.1. Sample type
Serum and EDTA-plasma

5.2. Specimen collections
Use standard venipuncture for the blood sampling. Haemolytic reactions are to be avoided.

5.3. Required samplevolume:
10 L

5.4. Sample dilution

Qualitative Test: Dilution

Samples should be diluted in PE/PP-tubes. For larger sample numbers usage-of a multi-
stepper is recommended.
Recommended dilution for Qualitative Test: 1:2000 with Dilution BufferV

Quantiatitve Test: Dilution

For quantitative results the samples are diluted 1:2000, 1:20000, 1:200000, 1:2000000 with
Dilution Buffer VP.

Exemplary Dilution Protocol

1:20 Pre-Dilution
190 pL Dilution Buffer VP + 10 yL Serum- or EDTA-Plasma

The pre-diluted sample should then be diluted as follows:

1:2000 Dilution
Add 10 pL of the 1:20 pre-diluted sample to 990 uL Dilution Buffer VP

1:20000 Dilution
Add 100 pL of the 1:2000 dilution to 900 pL Dilution Buffer VP

1:200000 Dilution
Add 100 pL of the 1:20000 dilution to 900 uL Dilution Buffer VP

1:2000000 Dilution
Add 100 pL of the 1:200000 dilution to 900 pL Dilution Buffer VP

After'mixing use 100 pL each of the needed sample dilution per well
It is recommended to use the diluted sample within one hour.
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6.
6.1.

MATERIALS
Materials provided

The reagents listed below are sufficient for 96 tests. The microtiter plate is dived up in 12
strips with separately breakable wells.

MTP | Microtiter plate, ready for use, coated with an antibody directed (8x12) wells
against human IgM antibodies (anti-py-chain). Wells are separately
breakable.

KK Conjugate Concentrate, 100fold concentrated (peroxidase 1 x 250 pL
conjugated anti-HAV IgG) (monoclonal, mouse).

AG Hepatitis A Virus antigen, inactivated, ready for use. 1x13.5mL

PK Positive Control, ready for use, recalcificated human plasma, 1x2mL
reactive for anti-HAV-IgM, Titre > 1:10000.

NK Negative Control, ready for use, recalcificated human plasma, 1x1 mL
not reactive for anti-HAV-IgM/IgG. Anti-HBsAg, anti-HIV and anti
HCV negative.

VP Dilution Buffer, ready for use. Please shake before use. 1x 120 mL

WP Washing Buffer, 20-fold concentrated solution. 1 x50 mL

S Substrate, ready for use, horseradish-peroxidase-(HRP) 1x12mL
substrate, stabilised Tetramethylbencidine (TMB).

SL Stopping Solution, ready for use, 1x12mL
0.2 M sulphuric acid.

- Sealing Tape, for covering the -microtiter plate. 2x
I:E] Instructions for use 1x
-- | Quality Control Certificate 1x

Materials required, but not provided

Distilled (Aqua-destillata) or deionized water for dilution of the Washing Buffer WP
(A.dest.), 950. mL.

Precision pipettes and multichannel pipettes with disposable plastic tips
Polyethylene PE/Polypropylene PP tubes for dilution of samples
Incubator (suitable for incubations at 37°C)

Vortex-mixer

Microtiter plate washer (recommended)

Micro plate reader ("ELISA-Reader") with filter for 450 and >590 nm
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7. TECHNICAL NOTES

Storage Conditions
Store the kit at 2-8°C after receipt until its expiry date. Avoid repeated thawing and freezing.

Storage Life

The shelf life of the components after initial opening is warranted for 4 weeks, store the unused strips and
microtiter wells airtight together with the desiccant at 2-8°C in the clip-lock bag, use in the frame provided. The
1:20 diluted Washing Buffer WP is 4 weeks stable at 2-8°C.

Preparation of reagents
Bring all reagents to room temperature (20 — 25°C) before use. Possible precipitations in the buffers have to be
resolved before usage by mixing and / or warming. Reagents with different lot numbers cannot be mixed.

Dilution
Use the Dilution Buffer VP for the dilution of the Conjugate Concentrate KK. Prepare only the amount required.
The diluted conjugate can be stored for at least one week at 4°C.

The required volume of Washing Buffer WP is prepared by 1:20 dilution of the provided 20fold concentrate with
Aqua dest.Please dilute only according to daily requirements.

Incubation

Incubation at room temperature means: Incubation at 20 - 25°C. The Substrate Solution S, is photosensitive—
store and incubation in the dark.

Assay Procedure

When performing the assay reagents and the samples should be pipette as fast as possible (e.g. <15 minutes).
To avoid distortions due to differences in incubation times, diluted Conjugate Concentrate KK, as well as the
Substrate Solution S should be added to the plate in the same order and in the same time interval as the
samples. Stopping Solution SL should be added to the plate in the.same order-as Substrate Solution S. All
determinations should be assayed in duplicate. For optimal results; accurate pipetting and adherence to the
protocol are recommended.

Washing

Proper washing is of basic importance for a secure, reliable‘and precise performance of the test. Incomplete
washing is common and will adversely affect the test-outcome. Possible consequences may be uncontrolled
unspecific variations of measured optical densities, potentially-leading to false results calculations of the
examined samples. Effects like high background values or high variations may indicate washing problems.

All washing must be performed with the provided Washing Buffer WP diluted to usage concentration. Washing
volume per washing cycle and well must be 300 uL at least.

The danger of handling with potentially infectious material must be taken into account.

When using an automatic microtiter plate ‘washer, the respective instructions fur use must be carefully
followed. Device adjustments, e.g. for plate. geometry and the provided washing parameters, must be
performed. Dispensing and aspirating manifold must not scratch the inside well surface. Provisions must be
made that the remaining fluid volume of every aspiration step is minimized. Following the last aspiration step of
each washing cycle, this could be controlled, and possible remaining fluid could then be removed, by inverting
the plate and repeatedly tapping it dry.on non-fuzzy absorbent tissue.

Manual washing is an adequate.alternative option. Washing Buffer may be dispensed via a multistepper
device, a multichannel pipette, or a squirt bottle. The fluid may be removed by dynamical swinging out the
microtiter plate over a basin. If aspirating devices are used, care has to be taken that the inside well surface is
not scratched. Subsequent to every single washing step, the remaining fluid should be removed by inverting the
plate and repeatedly tapping it dry on non-fuzzy absorbent tissue.
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8. ASSAY PROCEDURE, Qualitative Test Procedure

Reagent Preparation

Before use bring all reagents to room temperature: 20-25 °C

in Dilution Buffer VP

determination.

KK | Conjugate Concentrate (e.q. 10 uL KK + 990 pL VP) 1:100
WP | Washing Buffer i(g.gq;oargﬁs{;\m + 950 mL A.dest) 1:20
- Samples In Dilution Buffer VP, see Page 17 1:2000
Assay Procedure
Pipette Reagents Position
- The first well (A1, blank) will be left empty - A1

100 pL Positive Control PK B1/C1/D1
100 pL Negative Control NK E1/F1
100 pL Samples e.g. 1:2000 diluted, we recommend double according to demand

Cover the wel

Is with the sealing tape.

Incubation: 1 h at 37°C

3x 300 L Aspirate the contents of the wells"and wash 3x with 300 puL in each well
Washing Buffer WP/ well

100 pL HAV-Antigen AG Solution from B1 in each well

Cover the wel

Is with the sealing tape.

Incubation: 1 h at 37°C

3x 300 L Aspirate the contents.of the wells and wash 3x with 300 puL in each well
Washing Buffer WP/ well

100 uL 1:100 diluted Conjugate Concentrate from B1 in each well

Cover the wel

Is with the sealing tape.

Incubation: 1 h at- 37°C

3x 300 uL Aspirate the contents of the wells and wash 3x with 300 puL in each well
Washing Buffer WP/ well

100 pL Substrate Solution S in each well, also A1

Substrate S Incubation: 30 Minutes in the dark at 20-25°C

100 pL Stopping Solution SL in each well, also A1

Measure the absorbance within 30 min at 450 nm (reference filter 2 590 nm).

The absorbance of the blank wells are subsequently subtracted from the control and sera to
obtain the absolute values
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9. QUALITY CONTROL

9.1. Quality Criteria

The average absorbance values of the Positive Controls PK, the Negative Controls NK and
the samples are calculated.

The Negative Control NK extinction value should not exceed 0.1. The difference between
extinctions of the Positive Control PK and Negative Control NK must be at least 0.4,
otherwise the test is considered invalid.

10. QUALITATIVE RESULTS

Cut-off calculation:

The sum of: 30% of the mean absorbance value of the Positive Control “PK + mean
absorbance value of the Negative Control NK is used as cut-off. Interpretation.of positive:
Samples with extinction equal or higher than the cut-off (30% of the average of the positive
control + extinction average of the negative control) are regarded as positive. Samples with
an extinction of £ 10% of the cut-off value are regarded as border line samples. Inthis case
repeat the test.

Calculation (example)

Positive Control PK Extinction:

1. value 1.120

2. value 1.205

3. value 1.196

total: 3.521

mean value: 3.521/3 =1,174
Negative Control NK:

1. value 0.021

2. value 0.025

total: 0.046

mean value: 0.046 / 2 =0.023

The exemplary cut-off: 1.174 x 0.3+ 0.023 = 0.375

Exemplary Sera with extinctions > 0.375 are regarded as positive.

Exemplary Border line-samples: 0.375 x 1.1 = 0.412 (+ 10%); 0.375x 0.9 = 0.337 (-10%)
Extinctions between 0.337.and 0.412

11. QUANTITATIVE TEST PROTOCOL

To determine the serum titer for example to control the course of disease the quantitative
protocal is recommended.

11.1. Samples preparation

For-quantitative results the patients serum is diluted 1:2000, 1:20000, 1: 200000, 1:2000000
with dilution buffer (See page 17).

11.2. Test Preparation

Pipette from the above-mentioned serum dilutions, 100 pL per well (we recommend double
determinations). The test protocol is identical to the "Qualitative" method.

12. QUANTITATIVE RESULTS

The evaluation is carried out graphically or via an appropriate evaluation program.

A graph is used to determine the titre in the quantitative calculation of anti-HAV IgM. The
graph is plotted on semi-logarithmic paper. The extinction values are plotted on the Y-axis
and the serum dilution values on the X-axis.
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Cut-off calculation
The sum of: 30% of the mean absorbance value of the Positive Control PK + mean
absorbance value of the Negative Control NK is used as cut-off. Interpretation of positive:

Titer calculation (example)
Positive Control PK average: 1.240
Negative Control NK average: 0.026

cut-off: 1.240 x 0.3 + 0.026 = 0.398
Sample dilution Extinction
1:2000 1.302
1:20000 1.098

1: 200000 0.630
1:2000000 0.060

The measured extinction values of the individual serum dilutions are plotted.onto the graph
including the cut-off value (drawn parallel to the Y-axis). The individual dots are joined by a
line; where this line crosses the limiting value line it is possible to read, from the X-axis, the
anti-HAV titre. The serum titre in this example is 1: 500000.

13. LIMITATION OF PROCEDURE

The influence of the heterophilic antibodies, rheuma factors, anti-species antibodies is
reduced by the assay design, but cannot be completely excluded. Higher concentrations of
physiological and pharmaceutical or other substances may interfere with the measurement.

Example for the graphical analysis

14 —

1,2

0,8

0,6

Extinktion

0,4

0 I I I

1:2.000 1:20.000 1:200.000 1:2.000.000

serum dilution
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14. INTERNATIONAL TEST DESCRIPTION, QUALITATIVE Assay

KK CONJ 1:100 [DILU|[BUF| VP
WP WASHBUF | 20X [1:20 A. dest.
1:2000 VP
20-25 °C
) ] Al
100 L PK B1/C1/D1
100 pL Control{ NK E1/F1
100 L
TAPE
©] 1h 37°C
3x 300 pL 3x WP 3x 300 pL
100 pL [AG HAV-Antigen Solution B1 —
TAPE
©] 1h 37°C
3x 300 pL 3x WP 3x 300 pL
100 pL CONJ KK B1 -
TAPE
1h 37°C
3x 300 pL 3x WP
100 pL s
0.5h [C20-25°C
100.fiL SL
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15. QUALITATIVE ASSAY PROCEDURE

31.07.2017 Version 8

Reagent Preparation

Before use bring all reagents to room temperature: 20-25 °C

in Dilution Buffer VP

KK | Conjugate Concentrate (e.g. 10 uL KK + 990 pL VP) 1:100
, in Aqua dest. .
WP | Washing Buffer (e.g. 50 mL WP + 950 mL A.dest) 1:20
- Samples In Dilution Buffer VP, see Page 17 1:2000
Assay Procedure in Double Determination

Pipette Reagents Position
- - - A1
100 pL Positive Control PK B1/C1/D1
100 pL Negative Control NK E1/F1
100 pL Samples e.g. 1:2000 diluted according to demand

Cover the wel

Is with the sealing tape.

Incubation: 1

h at 37°C

3x 300 uL | Aspirate the contents of the wells and wash 3x with 300 pL in each well
Washing Buffer WP/ well
100 pL HAV-Antigen AG Solution from B1 in each well

Cover the wel

Is with the sealing tape.

Incubation: 1

h at 37°C

3x 300 uL Aspirate the contents of the wells and wash 3x with 300 L in each well
Washing Buffer WP/ well
100 pL 1:100 diluted Conjugate Concentrate KK from B1 in each well

Cover the wel

Is with the sealing tape.

Incubation: 1

h.at 37°C

3x 300 pL Aspirate the contents of the wells and wash 3x with 300 L in each well
Washing Buffer WP/ well

100 pL Substrate Solution S in each well, also A1

Substrate S Incubation: 30 Minutes in the dark at 20-25°C

100 pL Stopping Solution SL in each well, also A1

Measure the absorbance within 30 min at 450 nm (reference filter =2 590 nm).






