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Deutsch - Gebrauchsanweisung

Anti-Pseudomonas aeruginosa
IgG ELISA E15

3x96 Bestimmungen

C€ DE/CA40/00809/7
Testprinzip Enzyme-linked Immunoassay
Dauer (Inkubationszeit) 45h
Antigen Alkalische Protease,
Elastase, Exotoxin A
Puffer Gebrauchsfertig/ 20x Konzentrat

Positiv- und Negativkontrolle

Humanes Serum

Probe

Humanes Serum / EDTA-Plasma

Erforderliches Probenvolumen 10 L

Proben Verduinnung 1:1000

Intra- / Interassay Variation 2<20%

AP/ ELA/ Exo A bei > 1250 [1/Titer]

Ergebnisanalyse Cut-Off Werte Testergebnis
< 1:500 negativ

500 - 1250 grenzwertig

> 1250 positiv

Diagnostische Sensitivitat [%)]’

@ 84 (Bereich 66-96)

Diagnostische Spezifitat [%]"

@ 76 (Bereich 48-96)

DMittelwert aus

Kappfer et al., Thorax 2006

Tramper-Stranders et al., Thorax 2006

Ratjen et al. Pediatric Pulmonol 2007

Dogru et al. Turkish Journal of Pediatrics 2013 Anstead
et al J Cystic Fibrosis 2012

Daines et al J Cystic Fibrosis 2014

1 ZWECKBESTIMMUNG

Der Mediagnost anti-Pseddomonas aeruginosa IgG ELISA, E15, ist ein Enzymimmunoassay
zum qualitativen und.quantitativen Nachweis von IgG-Antikérpern in humanem Serum und
EDTA-Plasma gegen die extrazellularen Proteine alkalische Protease, Elastase und Exotoxin
A von Pseudomonas aeruginosa.

2 EINFUHRUNG

Pseudomonas aeruginosa, ein Gram-negatives Bakterium, das ubiquitar in Feuchtreservoiren
unserer” Umgebung vorkommt, verursacht ca. 10 % aller nosokomialen Infektionen. Der
oppértunistisch-pathogene Erreger flhrt zu akuten und chronischen Infektionstypen in
verschiedenen Organen suszeptibler Patientengruppen. Chronische Lungeninfektionen bei
Patienten mit cystischer Fibrose (CF) sind sehr haufig, kdnnen in frihester Kindheit auftreten
und bestimmen die Lebenserwartung dieser Patienten.

Die P. aeruginosa Infektion verursacht einen Anstieg von Antikbrpern gegen eine grof3e Zahl
von P. aeruginosa Antigenen in CF Patienten. Unser sensitives AntikOrperdetektionssystem
diskriminiert zwischen infizierten und nicht-infizierten Patientengruppen, so dass es eine gute
Erganzung zur mikrobiologischen Diagnostik darstellt, die durch die Probenahme beeinflusst
werden kann (z.B. Rachenabstrich).



Je nach Erregerstamm und Immunantwort des Patienten kdnnen Antikérper gegen einzelne
oder auch alle drei Antigene gleichzeitig festgestellt werden. Ein Patient ist seropositiv, wenn
die Probe auf ein oder mehrere Antigene positiv reagiert.

3 TESTPRINZIP

Die Mediagnost Anti-Pseudomonas aeruginosa-lgG-ELISA, E15, ist ein Sandwich-Enzym-
Immunoassay. Verdunnte Seren werden in die Vertiefungen der Testplatten pipettiert, die mit
den P. aeruginosa Antigenen alkalische Protease (AP), Elastase (ELA) und Exotoxin A
(Exo A) beschichtet sind. Die spezifischen Antikérper der Seren werden gebunden. Nach
zweistundiger Inkubationszeit bei 37°C werden die Testplatten gewaschen und die Antikorper
mit Peroxidase konjugierten anti-human-lgG-spezifischen Antikorpern (Konjugat) markiert
(Inkubationszeit 2 Stunden bei 37°C). Nach erneutem Waschen wird das Substrat zugegeben,
das vom Konjugat zu einem dunkelblauen Farbstoff umgesetzt wird. Die Reaktion wird°durch
Zugabe der Stopplésung beendet, dabei schlagt die dunkelblaue Farbe nach Gellyum. Die
Farbreaktion wird photometrisch gemessen und ausgewertet. Die Farbintensitat korreliert mit
der Antikorperkonzentration in der Probe.



4 WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN

Fiir In-Vito-Diagnostik. Zum Gebrauch durch Fachpersonal.

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

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

Bitte verwenden Sie keine abgelaufenen, offensichtlich beschadigten, mikrobiell kontaminierten oder ausgelaufenen
Reagenzien.

Angemessene VorsichtsmalRnahmen und die Regeln der guten Laborpraxis missen bei Lagerung, Gebrauch und Entsorgung
der Bestandteile des Kits eingehalten werden. Die Entsorgung der Bestandteile des Kits muss nach den 6rtlichen Vorschriften
erfolgen. Ein Sicherheitsdatenblatt ist auf Nachfrage verfligbar.

Menschliches Serum:

in folgenden Komponenten enthalten: PC1, PC2, PC3, NC, CTR

Das humane Material, das fir die Praparation dieses Produktes verwendet wird, wurde mit negativem Ergebnisc@uf Humanen
Immundefiziens-Virus (HIV | und Il), Hepatitis B-Oberflachenantigen und Hepatitis C Virus getestet. Da kein Test das
Vorhandensein von infektidsen Erregern vollig ausschlieRen kann, sollten die Reagenzien wie potentiell infektidses Material
gehandhabt werden.

Reagenzien DET, DIL, WB
enthalten als Konservierungsmittel eine Mischung aus 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one aind 2-methyl-4-
isothiazolin-3-one (< 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 gemal den 6rtlichery/ regionalen / nationalen / internationalen
Vorschriften.

Substrat 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 spiilen.

P338 Vorhandene Kontaktlinsen nach Mdglichkeit entfernen. Weiter spulen.

Stopplosung STP
Die Stopplosung enthalt 0,2 M Schwefelsaure (H2SO4)

H290 Kann gegenlber Metalten korrosiv sein.

H314 Verursacht schwere’Veratzung der Haut und schwere Augenschaden.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.
P301+P330+ BEI VERSCHEUCKEN: Mund ausspdilen.

P331 KEIN Erbrechen herbeifiihren.

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

P309+P310 BELExposition oder Unwohlsein: Sofort GIFT INFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.

4.1 Erste-Hilfe MaBnahmen:

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

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

Nach Verschlucken: Mund mit Wasser aussplilen, vorausgesetzt die Person ist bei Bewusstsein. Sofort
einen Arzt zuziehen.



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 pL

5.4 Probenstabilitat
In fest verschlossenen, geeigneten Probengefallen

e Lagerung bei 20°C - 25°C mind. 2 Tage
e Lagerung bei -20°C mind. 2 Jahre
e Gefrier-Auftau-Zyklen max. 3

Es wird empfohlen, die Proben sobald wie mdglich nach der Trennung.y¥on koagulierten und /
oder korpuskularen Bestandteilen bei -20°C zu lagern und Gefrier-Tau Zyklen zu vermeiden.

5.5 Probenverdiinnung

Die Verdinnung der Proben sollte in PE/PP-Gefallen erfolgen. Bei groReren Serien empfiehlt
sich der Gebrauch eines Multi-Steppers. Die Proben missen vor jedem Verdlinnungsschritt
gut gemischt werden. Sollte die Extinktion der Probe die Extinktion der Positivkontrolle
uberschreiten, muss die Messung zur genauen Titerbestimmung mit einer starker verdinnten
Probe bzw. seriell in drei Stufen verdinnten ®roben (1:1000, 1:10000 und 1:100000)
wiederholt werden.

Empfohlene Verdunnung: 1:1000 mit Verdunnungspuffer DIL.
Exemplarisches Verdiinnungsprotokoll

1:10 Vorverdiinnung
90 pL Verdinnungspuffer DIE+ 10 pL Serum- oder EDTA-Plasma

Die vorverdiinnte Probe sollte dann wie folgt verdiinnt werden:

1:1000 Verdiinnung
10 pL von der 1:10 vor-verdunnten Probe in 990 yL Verdunnungspuffer DIL geben

1:10000 Verdiinnung
100 pL yon der 1:1000 verdlinnten Probe in 900 pL Verdinnungspuffer DIL geben

1:100000 Verdiinnung
100 pL von der 1:10000 verdinnten Probe in 900 pL Verdinnungspuffer DIL geben

Nach dem Mischen bitte innerhalb von 1 Stunde von der jeweilig bendtigten Verdinnung 100
ML pro Vertiefung im Assay einsetzen (Pipettierkontrolle = orange Farbe der Lésung in der
Mikrotiterplattenvertiefung).



6 MATERIALIEN

6.1 Inhalt der Testpackung

Die im Kit gelieferten Reagenzien sind ausreichend flir 3x96 Tests.
Die Vertiefungen der Mikrotiterplatten sind einzeln abbrechbar.

AP Mikrotiterplatte 1, gebrauchsfertig, (8x12)
beschichtet mit alkalischer Protease, rot markiert. Vertiefungen

ELA Mikrotiterplatte 2, gebrauchsfertig, (8x12)
beschichtet mit Elastase, blau markiert. Vertiefungen

Exo A Mikrotiterplatte 3, gebrauchsfertig, (8x12)
beschichtet mit Exotoxin A, griin markiert. Vertiefungen

PCA Positivkontrolle 1, gebrauchsfertig, kalibriertes Kontrollserum fir 1% 1.5 mL
Anti-alkalische Protease AP, rot markiert, mit Titer von 1:2500. ’

PC2 Positivkontrolle 2, gebrauchsfertig, kalibriertes Kontrollserum fir 1x1.5mL
Anti-Elastase ELA, blau markiert, mit einem Titer von 1:2500. ’

PC3 Positivkontrolle 3, gebrauchsfertig, kalibriertes Kontrollserum-fur 1x1.5mL
Anti-Exotoxin A, Exo A, griin markiert, mit einem Titer von.+:2500. ’
Negativkontrolle, gebrauchsfertig, enthalt humanes Serum und ist

NC . e ! . 2x1,5mL
nicht reaktiv fir Pseudomonas aeruginosa Antigene.

CTR Kontrolle, gebrauc.:hsferti.g, enthalt humanes Serunt’und muss im 2x1,5mL
Test als grenzwertig bestimmt werden.

Antikorper-POD-Konjugat, 100fach konzentriert, enthalt

DET Meerrettich-Peroxidase (POD) markiertesanti-human IgG. 2x250 uL

DIL Verdunnungspuffer, gebrauchsfertig, 3 x50 mL

wWB Waschpuffer, 20fach konzentrierte Losung. 1x120 mL

S Substrat flir Meerrettich Peroxidase (POD), gebrauchsfertig, 1x33mL
stabilisiertes Tetramethylbenzidin (TMB).

STP Stopplosung, gebrauchsfertig, 0,2 M Schwefelsaure. 1x33mL

- Abdeckfolie fur die’Mikrotiterplatte 6 x

EB] Packungsbeilage 1x

- Qualitatszertifikat 1x

6.2 Nicht mitgelieferte, benotigte Materialien
e Entmineralisiertes Wasser oder destilliertes Wasser (Aqua  destillata)

(A. dest.), 2400 mL.
¢ Mikropipetten und Mehrkanal-Pipetten mit auswechselbaren Einmalspitzen
e Einmalréhrchen aus Polyethylen PE/ Polypropylen PP zum Verdinnen der Proben
o Vortex-Mixer
o Mikrotiterplattenwasher (empfohlen)
o Photometer fur Mikrotiterplatten ("ELISA-Reader"), Filter bei 450 und > 590 nm
e Inkubator 37°C




7 TECHNISCHE HINWEISE

Lagerbedingungen
Nach Erhalt sollte der Test-Kit bei 2°C - 8°C bis zum Verfallsdatum gelagert werden.

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°C - 8°C zu lagern. Die
Streifen bitte nur in dem mitgeliefernten Rahmen verwenden.

Vorbereitung der Reagenzien

Alle Komponenten des Kits missen vor Gebrauch auf Raumtemperatur 20°C - 25°C gebracht werden. Die evil. in
manchen Puffern vorhandenen Prazipitate missen vor Gebrauch durch Mischen und Erwarmen wieder gelést werden.
Reagenzien mit unterschiedlichen Lot-Nummern dirfen nicht vermischt werden.

Verdiinnung der Reagenzien
Fur die Verdiinnung (1:100) des Antikdrper-POD-Konjugats DET wird der Verdiinnungspuffer DIL verwendet. Verdinnte
Konjugatgebrauchsldsung ist nur nach Bedarf ansetzen.

Das bendtigte Volumen des Waschpuffers WB wird vorbereitet, indem das 20fach Konzentrat im Verhaltnis 1:20 mit
Aqua dest. verdiinnt wird. Der 1:20 gebrauchsfertig verdiinnte Waschpuffer WB ist nur 4 Wochen haltbar, bitte nur nach
Bedarf ansetzen.

Testdurchfiihrung

Bei der Testdurchfiihrung sollten die Kontrollen PC, NC und CTR und die jeweiligen Probefymaoglichst schnell pipettiert
werden (z.B. in 15 Minuten). Das verdiinnte Antikdrper-POD-Konjugat DET sowie nachfolgend das Substrat S sollten
in der gleichen Reihenfolge und in dem gleichen Zeitintervall auf die Platte zugegeben werden. Ebenso sollte die
Stopplésung STP in der gleichen Reihenfolge und im gleichen Zeitintervall wie das:Substrat auf die Testplatte gegeben
werden. Dies verhindert Variationen in der Konzentrationsbestimmung durch unterschiedliche Inkubationszeiten.

Inkubation

Probeninkubation: 2 h bei 37°C, Konjugat Inkubation 2 h bei 37°C;

Substrat Inkubation: 30 Minuten im Dunklen bei Raumtemperatur. Das Substrat S, stabilisiertes
Tetramethylbenzidin, ist lichtempfindlich, Aufbewahrung und Inkubation bitte vor Licht geschitzt. Inkubation bei
Raumtemperatur bedeutet: Inkubation bei 20 - 25°C.

Waschen

Korrektes Waschen ist von grundlegender Bedeutung. fiir den sicheren, richtigen und prazisen Ablauf des Testes.
Ungeniigendes Waschen ist eine haufige Ursache™fur nicht valide Testdurchfiihrungen. Mogliche Folgen sind
unkontrollierte unspezifische Variationen der gemessenen optischen Dichten, die zu falschen Ergebnisberechnungen
der Proben fuhren kdnnen. Mogliche Hinweise darauf sind z.B. hohe Leerwerte und variabel streuende Messwerte.

Zum Waschen muss der mitgelieferte und auf Gebrauchskonzentration verdinnte Waschpuffer WB 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 Gerateeinstellingen missen 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 Restflissigkeit nach jedem
Absaugen muss minimiert werden. Nach Ende des gesamten Waschvorganges sollte die Menge der verbleibenden
Restflussigkeit Uberpruft und ggfs. verringert werden durch mehrmaliges Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf nicht
fusselndem Zellstoff.

Manuelles Waschen ist eine gute Alternativoption. Die Waschflissigkeit kann dabei per Multistepper, Mehrkanalpipette
oder auch«mit einer Spritzflasche dispensiert werden. Die Waschflissigkeit kann durch schwungvolles Ausschwenken
der Mikrotiterplatte Gber 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 Restfliissigkeit durch Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff
grindlich entfernt werden.
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8 TESTDURCHFUHRUNG

Vorbereitung der Reagenzien: Verdiinnung:
DET Antikorper-POD-Konjugat |1:100 in Verdiinnungspuffer DIL
Konzentrat (100x) = DET 1:100
wWB Waschpuffer Konzentrat |1:20 mit Aqua dest. (z.B. 100 mL WB mit A.dest
(20x) auf 2000 mL aufflllen)
> WB 1:20

Die Seren 1:1000 mit Verdinnungspuffer verdinnen (qualitativer Test). Bei quantitativer
Antikorperbestimmung empfiehlt sich eine Verdunnungsreihe mit Verdinnungen 1:1000,
1:10000, 1:100000.

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

Testdurchfiihrung in Doppelbestimmung:

Pipettieren | Reagenzien XILKrotiterplatte 1 I\Ellli_lx'otiterplatte 2 I\Ellikrotiterplatte 3
xo A

100 pL Negative Kontrolle NC | A1/A2 A1/A2 A1/A2

100 pL Positive Kontrolle PC1 |B1/B2 -- --

100 pL Positive Kontrolle PC2 | -- B1/B2 --

100 pL Positive Kontrolle PC3 | -- -- B1/B2

100 pL Kontrolle CTR C1/C2 €1/C2 C1/C2

100 pL Probenverdinnung in die restlichenYertiefungen nach Bedarf pipettieren

Mit Klebefolie die Vertiefungen von den 3 Mikrotiterplatten dicht abdecken.

Inkubation: 2 h bei 37°C

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

100 pL Verdunntes Antikdrper-PQD-Konjugat DET 1:100 In jede Vertiefung

Mit Klebefolie die Vertiefungen vontden 3 Mikrotiterplatten dicht abdecken.

Inkubation: 2 h bei 37°C

3x 300 yL |Absaugen und' die Platte 3x mit je 300 pL|Injede Vertiefung
Waschpuffer WB 1:20/ Vertiefung waschen.

100 pL Substrat S In jede Vertiefung
Inkubation: 30 Minuten im Dunklen bei Raumtemperatur (20 - 25°C)
100 pL Stopplosung STP In jede Vertiefung

Messung derf“Absorption innerhalb von 30 min bei 450 nm (Referenzfilter = 590 nm).

9 QUALITATSKONTROLLE

GEP erfordert, dass mit jeder Messung Kontrollen mitgefihrt werden. Um eine
ordnungsgemalfe Durchfiihrung zu gewahrleisten, sollte eine statistisch signifikante Anzahl
der Kontrollen untersucht werden, um Mittelwerte und akzeptable Bereiche zu ermitteln. Die
Kit-Kontrolle muss innerhalb des zulassigen Bereichs, der auf dem QC-Zertifikat angegeben
worden ist, gefunden werden. Wenn die Kriterien nicht erfullt sind, ist der Test nicht valide und
muss wiederholt werden. Ferner muss der Anwender die GLP-Regeln (Good Laboratory
Practice) und andere einschlagige Normen und Gesetze beachten.
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9.1 Qualitatskriterien

Zur Auswertung des Testes sollte gewahrleistet sein, dass die Extinktionen der
Negativkontrollen NC 0,25 Einheiten nicht tiberschreiten. Die Differenz der Extinktionen
zwischen den Negativkontrollen NC sowie der jeweiligen Positivkontrollen PC sollte
mindestens 0,6 Einheiten betragen.

10 AUSWERTUNG

10.1 Berechnung der Ergebnisse

Die Auswertung erfolgt fur jedes Antigen (jede Platte) gesondert. Von allen Mehrfachwerten
sind die Mittelwerte zu bilden.

10.2 Qualitative Bestimmung:

Der Mittelwert der negativen Kontrolle (Blank) ist von allen Messwerten abzuziehen:

Der Grenzwert (cut-off) betragt 20 % des Extinktionswertes der positiven Kontrglle PC. 1:1000
verdunnte Proben, die eine geringere Extinktion aufweisen, sind als negativieinzustufen. Der
Antikorpertiter liegt unter 1:500.

1:1000 verdiinnte Proben, die eine Extinktion im Bereich von > 20 % aber < 50 % der positiven
Kontrolle PC aufweisen, kénnen nicht eindeutig klassifiziert werden und sind daher als
grenzwertig zu beurteilen.

1:1000 verdunnte Proben, deren Extinktion > 50 % der PC Extinktion ist, sind als positiv zu
klassifizieren.

Beispiel fiir die Auswertung

Negativkontrolle NC | Extinktion Positivkontrolle PC | Extinktion
1.Wert 0,041 1.Wert 1,120
2.Wert 0,056 2.Wert 1,136
Mittelwert 0,049 Mittelwert 1,128

Berechnung fiir die qualitative Bestimmung:

PC - NC 1,128 — 0,049 =1,079
Cut-off (20 % von PC - NC) :0,2 x 1,079 =0,216
Grenzwertig (50 % von PC:+’NC) :0,5x 1,079 =0,540

Alle Proben mit einer Extinktion < 0,216 sind damit bzgl. des Gehaltes an Anti-P.aeruginosa
IgG als negativ anzusehen. Proben mit einer Extinktion von > 0,216 und < 0,540 werden als
grenzwertig beurteilt'und Proben mit einer Extinktion von > 0,540 als positiv bzgl. des Gehaltes
an Anti-P.aeruginosa IgG.

10.3 Quantitative Bestimmung:

Die Auswertung erfolgt graphisch oder Uber ein entsprechendes Auswertprogramm. Die
Extinktionen der negativen NC und positiven PC Kontrolle (y-Achse) werden in einem doppelt
lingaren Koordinatensystem gegen einen Titer-Faktor, NC = 0 und PC = 2,5 auf der x-Achse
ethgetragen. Fur die Quantifizierung der Seren Messwerte wird eine Gerade durch die
Messwerte von NC und PC gelegt und bis Faktor 3,5 verlangert.

Zur Bestimmung des Titers eines Serums wird vom Messwert der Serumprobe Uber die Gerade
NC - PC der Titer-Faktor ermittelt und mit dem Verdiinnungsfaktor des Serums multipliziert.

Titer-Faktoren kleiner als 0,25 und groBer als 3,5 (x-Achse) werden bei der Bewertung
nicht berlicksichtigt!
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Beispiel fiur die Auswertung

Negativkontrolle NC | Extinktion Positivkontrolle PC | Extinktion
1.Wert 0,041 1.Wert 1,220
2.Wert 0,056 2.Wert 1,176
Mittelwert 0,049 Mittelwert 1,198
22 | 1:1000 >
2,6
2,4
2,2
§ 2
S 18 -
31'6 i 1:10000
g 1,4
£12
€ 1
“ 0,8 -
0,6
0,4 -1:100000
0,2

0 : : : : : ‘ : .
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 4

Titer-Faktor

Abbildung 1 Beispielhafte Grafik der Auswertung fir Serum B.

Probe Proben- Extinktion (OD) | Titerfaktor nach Titer Bewertung
verdiinnung | (Mittelwert) Graphik
1:1000 2,82 >35 n.a. positiv
. 1:(10000 x 3,05) => "
Serum B 1:10000 1,45 3,05 1:30.500 positiv
, 1:(100000 x 0,3) ositiv
1:100000 0,210 0,3 —> 1-30000 p

Wird ein elektronisches Auswerteprogramm genutzt, so werden NC und PC mit den
Titerwerten 0 und 2500 als Standards definiert. Das Programm berechnet dann den Titer der
unbekannten Probe, dabei muss der Verdinnungsfaktor der Probe entsprechend
berucksichtigt werden.

10.4 Interpretation der Ergebnisse

Der Test dient als Erganzung zum klassischen mikrobiologischen Nachweis einer Infektion mit
Pseudomondas aeruginosa. Wenn eine Probe auf Antikbrper gegen eines der drei
Pseudomonas aeruginosa Exotoxine positiv getestet wurde, deutet dies auf eine
entsprechende Infektion hin. Die Bewertung der gemessenen Antikorpertiter erfolgt
entsprechend des untenstehenden Schemas. In der Literatur sind dabei verschiedene
Untersuchungen zur diagnostischen Wertigkeit des Testsystems beschrieben (vgl. Tabelle 5),
in diesen wurde haufig auf eine Differenzierung zwischen grenzwertig und positiv verzichtet
und Antikorpertiter >1:500 als positiv klassifiziert.

Titer Bewertung
< 1:500 negativ
1:500 bis 1: 1250 grenzwertig
> 1:1250 positiv

Bei der Bewertung des Testergebnisses sind die diagnostische Sensitivitat und Spezifitat des
Testsystems zu berlcksichtigen (s. Kapitel 12.7).
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Das Testergebnis allein sollte daher nicht der einzige Grund flr therapeutische
Entscheidungen sein. Die Ergebnisse sollten in Bezug auf die Anamnese und den Resultaten
anderer diagnostischer Untersuchungen interpretiert werden. Es wird empfohlen, die
internationalen und nationalen Richtlinien fur Diagnostik und Behandlung zu berlcksichtigen.

11 EINSCHRANKUNGEN

Grundsatzlich kann das Ergebnis von immunologischen Testsystemen durch verschiedene
Probenbestandteile wie z.B. Medikamente oder Lipide beeinflusst werden. Uber das Assay
Design werden diese Einflisse minimiert, kdnnen jedoch nicht vollstandig ausgeschlossen
werden. Die Bewertung der Ergebnisse muss vor dem Hintergrund der diagnostischen
Sensitivitat und Spezifitat des Testsystems (Tabelle 5) erfolgen. Bei akut und auch chronisch
mit P. aeruginosa infizierten Patienten kann bei Immuninsuffizienz die Bewertung Uber<den
Antikorpertiter unzureichend ausfallen.

12  ASSAY EIGENSCHAFTEN UND VALIDIERUNG

12.1 Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitat als ein Maf fur die minimale Menge an spezifischem Antikorper,
die in diesem Testsystem nachweisbar ist, wurde durch die->Signalvariabilitdt der
Negativkontrolle bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 1 dargestellt. Die
Nachweisgrenze der Antikorpertiter fir AP, ELA, Exo A fir 1:1000,verdiinnten Proben liegt bei
< 1:300.

Tabelle 1 Die analytische Sensitivitat/ Nachweisgrenze, bezogen auf das 3fache Standardabweichung des
Leerwertes. Gezeigt wird der zurlickberechnete Antikorpertiter. aus?drei unabhangigen Experimenten.

Verdiinnung AP ELA Exo A
- 0,105 0,268 0,181
1:100 10 27 18
1:1000 105 268 181

12.2 Analytische Spezifitat

Die analytische Spezifitat wurde durch die Auswertung des mikrobiologischen Status von
serologisch und mikrobiell Pseudomonas-negativen Patienten mit zystischer Fibrose
untersucht. Haufig festgestelit- wurden Infektionen mit Staphylococcus aureus, Candida
albicans und Hemophilus influenza. Diese Infektionen flhrten nicht zur Bildung von Antiképern,
die an die Pseudomonas-aeruginosa Antigene binden.

12.3 Prazision

Intra-Assay Variabilitat

Serum Proberwurden 1:1000 verdunnt und 16-mal in einem Test gemessen. Die Ergebnisse
sind in der_Fabelle 2 gezeigt. Die mittlere Varianz betrug 4,95 / 4,49 und 8,41 % fur alkalische
Protease;Elastase und Exotoxin A.

Tabelle 2 Intra-Assay Varianz

Probe 1 Probe 2 Probe 3
AP ELA | ExoA | AP ELA | ExoA | AP ELA | ExoA
ﬂ;ﬁf'we” 806 529 715 | 3858 | 5521 5673 | 1453 | 1530 | 1381
SA 35 43 91 173 135 127 88 44 142
VK [%] 43 8.14 1271 | 447 | 245 225 | 608 | 286 | 1029
Anzahl [n] 16 16 16 16 12 16 16 16 16

Inter-Assay Variabilitat

Drei Proben wurden portioniert und bis zu 12 Jahren bei -20°C gelagert und unregelmafig
wahrend dieser Zeit gemessen. Die zusammengefassten Ergebnisse flir die drei
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verschiedenen Proben sind in der Tabelle 3 dargestellt. Der Variationskoeffizient VK betrug fur
jede Probe und jedes Antigen < 20 %.

Tabelle 3 Inter-Assay Varianz

Probe 1 Probe 2 Probe 3
AP ELA Exo A AP ELA Exo A AP ELA Exo A
ﬂ;:f'we” 1041 958 804 1743 1519 1239 2971 4071 4343
SA 67 60 70 228 231 176 164 309 392
VK [%] 6,39 6,31 8,69 13,09 15,22 14,22 5,51 7,59 9,03
Anzahl [n] 73 73 72 295 295 293 112 112 112

12.4 Linearitat

Anhand drei Serumproben (hohe, mittlere und niedrige Antikdrpertiter) wurde die Linearitat der
Proben untersucht. Die Ergebnisse, d.h. die gemessenen Signale in Abhangigkeit von der
Probenverdinnung werden in der Abbildung 2 dargestellt. Die lineare RegresSionsanalyse
ergab far alle getesteten Proben einen Korrelationskoeffizienten von
> 0,9. Die Antikorpertiter zeigten auch eine gute Linearitat.
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Dilution [1/Titer] Dilution [1/Titer] Dilution [1/Titer]

Abbildung 2 Linearitit der Probenverdiinnung. Proben mit hohem, mittlerem und niedrigem Antikdrpertiter
wurden (1:500 - 1: 24000) verdunnt. Die Kofrelation zwischen den erwarteten und und gemessenen Signal-
intensitaten wurden durch die lineare Regressionsanalyse berechnet.

12.5 Interferenz

Interferenz wurde nicht untersucht. Es stehen keine Informationen Uber den Einfluss von
Triglyceriden, Hamoglobin oder Bilirubin auf die Titermessung zur Verfigung. Daher sollten
lipamische, hamolytische oder ikterische Proben nicht fur diesen Test verwendet werden.

12.6 Riickfuhrbarkeit / Testkalibrierung

Eine internationale Standardpraparation ist nicht verfugbar, weder sind gereinigte menschliche
Anti-Pseudomonas aeruginosa-Antikorper kommerziell erhaltlich noch eine etabilierte
Referenzmethode zur Messung dieser Antikorper. Somit wird der Assay basierend auf der
Positivkontrolle des Herstellers mit einem arbitrarem Antikorpertiter von 2500 (Mediagnost
[AfTiter]) kalibriert. FUr die Assayproduktion und Qualitatskontrolle werden ausgewahlte
Humanserumproben mit definiertem Antikérpergehalt eingesetzt. Dieses Panel ermdglicht die
Ruckfuhrbarkeit der Messergebnisse.

12.7 Diagnostische Qualitat

Zur Beurteilung der diagnostischen Sensitivitat (richtig positiv) und Spezifitat (richtig negativ)
wurde ein Vergleich von E15 Titerergebnissen in Serumproben und dem mikrobiologischen
Nachweis von Pseudomonas aeruginosa Wachstum in Rachenabstrichproben durchgefihrt.
Fir die Beurteilung der Testergebnisse wurde nur zwischen positiv und negativ bezlglich einer
Pseudomonas aeruginosa Infektion unterschieden:
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Positiv
Mindestens ein mikrobiologischer Nachweis in Rachenabstrichproben von Pseudomonas
aeruginosa innerhalb von 12 Monaten vor der Serumprobe wurde gesammelt.

Negativ
Kein mikrobiologischer Nachweis von Pseudomonas aeruginosa in Rachenabstrichproben
innerhalb von 12 Monaten vor der Serumprobe wurde gesammelt.

Tabelle 4 Diagnostische Spezifitat und Sensitivitidt Hier werden die absoluten Zahlen der positiven und
negativen Ergebnisse in Bezug auf den mikrobiologischen Goldstandard fiir verschiedene Cut-off-Werte (AP:
alkalische Protease, ELA: Elastase; Exo A: Exotoxin A; Total: alle drei Antigene) gezeigt. Auf Basis von absoluten
Zahlen wurden die Sensitivitat (% richtig positiv) und die Spezifitét (% richtig negativ) berechnet.

Cut-off 1:100 1:500 1:1250
AP ELA ExoA Total AP ELA ExoA Total AP ELA ExoA’ Total
Richtig Positiv RP 39 40 43 45 27 31 27 40 19 23 19 32

Falsch Positive FP 10 8 11 12 2 2 3 5 1 0 0 1
Richtig Negative RN | 16 18 15 14 24 24 23 21 25 26 26 25
Falsch Negative FN | 12 11 8 6 24 20 24 11 32 28 32 19
Sensitivitat [%]

RP/(RP+FN) 76 78 84 88 53 61 53 78 37 45 37 63
Spezifitat [%]

RN/(RN+FP) 62 69 58 54 92 92 88 81 96 100 100 96

Eine Population von 77 Patienten mit Mukoviszidose wurde untersucht. Bevor die Serumprobe
gesammelt wurde, waren 51 Patienten mikrobiell positiv und 26 negativ fir Pseudomonas
aeruginosa. Diese Ergebnisse entsprechen den von Kappler et al. veroffentlichten Daten 2006.
Hier verwendeten die Autoren einen Titer cut-off von 500 und berechneten eine
Gesamtsensitivitat von 86% und eine Spezifitat von 96%. Im Einzelnen konnte gezeigt werden,
dass die Sensitivitat fur AP 64%; fur ELA 53% und fur Exo A 73 % betrug. Die berechneten
Spezifitaten fur AP, ELA und Exo A betrugen 99%, 100% und 96 %. Im Vergleich zu unseren
Ergebnissen ermittelten Kappler et al. héhere Werte fur Sensitivitdt und Spezifitat, die
wahrscheinlich die Folge einer hdheren Probenanzahl (183 versus 77) ist.

Das Mediagnost Testsystem wurde #on mehreren unabhangigen Arbeitsgruppen im Hinblick
auf seine diagnostische Sensitivitdt und Spezifitdt bewertet. In Tabelle 5 sind die Ergebnisse
zusammengefasst. Mittlere diagnostische Spezifitat betragt 76 % (48 - 96) und mittlere
diagnostische Sensitivitat betragt 84 % (66 bis 96).

Tabelle 5 Die Zusammenfassung der Literatur Ergebnisse beschreiben die diagnostische Sensitivitat und
Spezifitat in Abhangigkeit.vom angelegten Cut-off-Wert.

Autor Journal Jahr Assa Patient Titer Diagnostische Diagnostische
y [n] Cut-off Sensitivitit [%] | Spezifitit [%]
Kappler et al. <7 Thorax 2006 |AP/Ela/EX0OA | 4 qq 500 86 96
Mediagnost
Tramper- AP/ ELA/ Exo A 1250 66 96
Stranders et al. Vlneres 200 Mediagnost 22 500 79 89
AP >0
220 ELA > 35 96 79
Exo A>0
Pediatric AP > 285
Ratjen et al. Pumona] | 2007 |APELAEXoA | 375 ELA > 300 92,7 93,3
Exo A >1000
Turkish
Dogru et al. Journal of | 2013 |AP/ELATEX0A | 500 87,5 70
L Mediagnost
Pediatrics
Anstead etal. | 2CYSHC | 5gq3 |AP/ELA/EXOA | 54, 100 78 48
Fibrosis Mediagnost
Daines etal. | LCYSHC | ogqg |APTELAVEXOA | gg 100 66 56
Fibrosis Mediagnost
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ENGLISH - Instructions for use

Anti-Pseudomonas aeruginosa

3x96 Determinations

IgG ELISA E15

ce DE/CA40/00809/7

Principle of the test Enzyme-linked Immunoassay
Duration (incubation period) 45h

Antigen

Alkaline Protease,
Elastase, Exotoxin A

Buffer

Ready-for-use/ 20x concentrate

Positive and Negative Control

Human Serum

Sample Human Serum/ EDTA-Plasma
Sample Volume 10 L

Sample Dilution 1:1000

Intra- / Inter-Assay Variance 2 < 20%

AP/ELA/Exo A > 1250 [1/Titre]

Result evaluation Cut-Off Values Test Result
< 1:500 Negative

500 - 1250 Borderline
> 1250 Positive

Diagnostic sensitivity [%]" @ 84 (Range 66 — 96)

@ 76 (Range 48 — 96)

Kappler et al., Thorax 2006

Tramper-Stranders et al., Thorax 2006

Ratjen et al. Pediatric Pulmonol 2007

Dogru et al. Turkish Journal of Pediatrics 2013 Anstead
et al J Cystic Fibrosis 2012

Daines et al J Cystic Fibrosis 2014

Diagnostic specificity [%]"

YMean value from

1 INTENDED USE

The Mediagnost Anti-Pseudomonas aeruginosa IgG ELISA, E15, is an enzyme immunoassay
for qualitative and quantitative detection of IgG-Antibodies in human serum against the
extracellular proteins: Alkaline Protease (AP), Elastase (ELA) and Exotoxin A (Exo A) of
Pseudomonas aeruginosa.

2 INTRODUCTION

Pseudomonas aeruginosa, a Gram-negative bacterium ubiquitously distributed in the moist
enAvironment, causes about 10% of all nosocomial infections. This opportunistic pathogen leads
to acute and chronic types of infection within various organs of susceptible patient groups.
Chronic pulmonary infection in patients with cystic fibrosis (CF) is very frequent, may start early
in infancy and determines the life expectancy of these patients. P. aeruginosa infection
provokes a production of antibodies to a large number of P. aeruginosa antigens in CF patients.
Mediagnost’s sensitive antibody detection system is an aid to discriminate between infected
and uninfected patient groups.
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Thus, the test is a supplement of microbiological diagnostics, which can be influenced by
sampling technique (e.g. throat swab).

Depending on the Pseudomonas aeruginosa species and the patient’'s immune reaction,
antibodies can be detected against a single, two or even all three antigens simultaneously. A
patient is regarded as sero-positive when the serum is positive for one or more of the antigens.

3 PRINCIPLE

The Mediagnost Anti-Pseudomonas aeruginosa IgG ELISA, E15, is a sandwich enzyme
immunoassay. Serum or plasma samples are diluted and added to the wells of a microtiter
plate, which have been previously coated with the Pseudomonas aeruginosa antigens alkaline
protease, elastase or exotoxin A. Specific antibodies in the sample bind to the respective
antigens during an incubation of 2 h at 37°C. After washing, the conjugate (anti-humancigG
peroxidase-labelled immunoglobulin) is added and incubated again 2 h at 37°C. After“a final
washing step, substrate is added and incubated for 30 min at room temperature.-The color
forming reaction is terminated on addition of stop solution accompanied by a color,change from
blue 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 Diagnostic 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 expired or obviously 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. Material Safety Data Sheet:is
available on request.

Human Serum

Following components contain human serum: PC1, PC2, PC3, NC, CTR

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-ffeated as potentially
infectious.

Reagents DET, DIL, WB
Contain as preservative a mixture of 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/ attentionc

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

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

Substrate S
The TMB-Substrate (S) contains 3,3°,5,5" Tetramethylbencidinei(< 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 witt¥water for several minutes.

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

Stop Solution STP
The Stop solution contains 0.2 M sulphur;acid (H2SO4)

H290 May be corrosive tosmetals.

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 EXES: Rinse cautiously with water for several minutes.

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

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

4.1 General first aid procedures:

Skinscontact: 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 samples

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

5.3 Required sample volume: 10 L

5.4 Sample stability
In firmly closed sample vials:

e Storage at 20-25°C: at least 2 days
e Storage at -20°C: at least 2 years
o Freeze-thaw cycles max. 3

After the separation of coagulated and / or corpuscular components, it is recommended to store
the samples as soon as possible at -20°C and to avoid freeze-thaw cycles.

5.5 Sample dilution

Samples should be diluted in PE/PP-tubes. For larger sample nymbers usage of a multi-
stepper is recommended. If the signal of the sample exceeds he signal of the positive control
(PC), the measurement must be repeated for an exact titerresult with a higher diluted sample
e.g. in three dilutions (1:1000; 1:10000 and 1:100000).

Recommended dilution: 1:1000 with Dilution BuffersDIL.

Exemplary Dilution Protocol

1:10 Pre-Dilution
90 pL Dilution Buffer DIL + 10 yL Serum- oder EDTA-Plasma

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

1:1000 Dilution
Add 10 pL of the 1:10 pre-diluted sample to 990 pL Dilution Buffer DIL

1:10000 Dilution
Add 100 pL of the 1:1000 dilution to 900 pL Dilution Buffer DIL

1:100000 Dilution
Add 100:L of ther 1:10000 dilution to 900 pL Dilution Buffer DIL

After mixing use 100 pL each of the needed sample dilution per well within 1 hour (Pipetting
control = orange color of the solution in the microtiter plate well).
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6 MATERIALS

6.1  Materials provided

The reagents listed below are sufficient for 3x96 tests. The microtiter plates are divided up in
12 strips with separately breakable wells.

Microtiter plate 1, ready for use: coated with alkaline Protease,

AP | |abelled red. (8x12) Wells

ELA Microtiter plate 2, ready for use: coated with Elastase, (8x12) Wells
labelled blue.

Exo A Microtiter plate 3, ready for use: coated with Exotoxin A, (8x12) Wells
labelled green.

PC1 Positive Control 1, ready for use, calibrated control serum for 1% 1.5 mL
alkaline Protease, AP, red labelled, shows a titer of 1:2500. )

PC2 Positive Control 2, ready for use, calibrated control serum for 1x1.5 mL
Elastase, ELA, blue labelled, shows a titer of 1:2500. )

PC3 Positive Control 3, ready for use, calibrated control serum for 1x1.5mL
Exotoxin A, Exo A, green labelled, shows a titer of 1:2500. '

NC Nega_tlve Control, ready for use,_contalns_human serum, not 2 x 1.5 mL
reactive for Pseudomonas aeruginosa antigens.
Control, ready for use, contains human serum:@and has to be

CTR determinated as borderline for Pseudomonas aeruginosa 2x1.5mL
antigens in the assay.

DET Antibody-HRP-Conjugate, 100-fold concentrated, contains 2 % 250 ul
horseradish peroxidase (HRP)-labelled anti-human IgG. H

DIL Dilution Buffer, read for use 3 x50 mL

WB Washing Buffer, 20-fold concentrated solution. 1x120 mL

S Substrate for horseradish peroxidase (HRP), ready for use, 1x 33 mL
stabilised Tetramethylbencidine (TMB).
Stop Solution, ready for use,

STP 0.2 M sulphuric-acid. Tx33mL

- Sealing Tape, for covering the microtiter plate. 6 x

Uﬂ Instructions for use 1x

- Quality Certificate 1x

6.2:° Materials required, but not provided

e Distilled (Aqua destillata) or deionized water for dilution of the Washing Buffer WB
(A. dest.), 2400 mL.

Precision pipettes and multichannel pipettes with disposable plastic tips
Polyethylene PE/Polypropylene PP tubes for dilution of samples
Vortex-mixer

Microtiter plate washer (recommended)

Micro plate reader ("ELISA-Reader") with filter for 450 and >590 nm
Incubator 37°C

22




7 TECHNICAL NOTES

Storage Conditions
Store the kit at 2-8°C until its expiry date.

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.

Preparation of reagents
Bring all reagents to room temperature (20°C - 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 DIL for the 1:100 dilution of Antibody-HRP-Conjugate DET. Please dilute only accordingto
daily requirements.

The required volume of Washing Buffer WB is prepared by 1:20 dilution of the provided 20-fold concentrate with Aqua
dest. The 1:20 diluted Washing Buffer WB is stable 4 weeks at 2-8°C. Please dilute only according to daily réquirements.

Assay Procedure

When performing the assay, Controls CTR, PC, NC and the samples should be pipetted as fast a§ possible (e.g., 15
minutes). To avoid distortions due to differences in incubation times the diluted Antibody-HRP-Conjugate DET and the
Substrate S should be added to the plate in the same order and in the same time interval as thesamples. Stop Solution
STP should be added to the plate in the same order as the Substrate S.

Incubation
Sample Incubation: 2 h at 37°C, Conjugate Incubation 2 h at 37°C, Substrate Incubation: 30 min at room
temperature 20°C - 25°C. The Substrate S, stabilised Tetramethylbencidine, is photosensitive: storage and incubation
in the dark.

Incubation at room temperature means: Incubation at 20°C - 25°C.

Washing

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

All washing must be performed with the provided Washing Buffer WB diluted to usage concentration. Washing volume
per washing cycle and well must be 300 pL at leasts

When using an automatic microtiter plate washer, the respective instructions for 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 thefinside 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 thef» 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, orca’squirt bottle. The fluid may be removed by dynamically 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 absorpent tissue.
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8 ASSAY PROCEDURE

Preparation of Reagents

Dilution

(20x) auf 2000 mL aufflllen)

> WB 1:20

DET Antibody-HRP-Conjugate 1:100 in Dilution Buffer DIL
Concentrate (100x) = DET 1:100
WB Washing Buffer Concentrate |in Aqua dest. (z.B. 100 mL WB mit A.dest

Dilute samples 1:1000 with Dilution Buffer DIL (qualitative test). For quantitative antibody
assays it is recommended to perform serial dilutions of 1:1000, 1:10000 and 1:100000 with
Dilution Buffer DIL.

Before the assay procedure bring all reagents to room temperature (20°C -25°C).

Assay procedure in double determination

Pipette Reagents Plate 1 AP Plate 2 ELA Plate 3 Exo A
100 pL Negative Control NC |A1/A2 A1/A2 A1/A2

100 uL Positive Control PC1 |B1/B2 -- --

100 uL Positive Control PC2 | -- B1/B2 --

100 pL Positive Control PC3 | -- -- B1/B2

100 yL Control CTR C1/C2 c1/€2 C1/C2

100 uL Sample Dilution Pipette in the rest gfthe wells according to requirements.

Seal the wells of the 3 microtiter plates with the seeling tape

Incubation: 2 h at 37°C

3x 300 L Aspirate the contents of the wells’and wash 3x with 300 uL in each well
each Washing Buffer well
100 pL Diluted Antibody-HRP-Conjugate DET 1:100 in each well

Seal the wells of the 3 microtiter plates with the seeling tape

Incubation: 2 h at 37°C

3x 300 pL | Aspirate the gontents of the wells and wash 3x with 300 uL |in each well
each Washing Buffer well

100 pL Substrate S in each well

Incubation: 30 min in the dark at RT (20°C -25°C).

100 pL Stop Solution STP in each well

Measure,the absorbance within 30 min at 450 nm with 2 590 nm as reference wavelength.

9 QUALITY CONTROL

Good laboratory practice requires that controls are included in each assay. A statistically
significant number of controls should be assayed to establish mean values and acceptable
ranges to assure proper performance. The Kit-control must be found within the acceptable
range, which has been stated on the QC Certificate. The test results are only valid, if the test
has been performed following the instructions. Moreover, the user must strictly adhere to the
rules of GLP (Good Laboratory Practice) or other applicable federal, state or local
standards/laws.
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9.1 Quality criteria

For the evaluation of the assay it is preconditioned that the absorbance values of the Negative
Controls NC should be below 0.25. The difference between the extinctions of Negative
Controls NC and the respective Positive Control PC must be at least 0.6.

10 EVALUATION OF RESULTS

10.1 Calculation of results

Calculations should be performed for each antigen (each plate) separately! Calculate the
average of all multiple values.

10.2 Qualitative calculation:

The negative control (Blank) average is subtracted from the controls and samples to obtain‘absolute
values.

The cut-off value is 20% of the absorbance of the Positive Control PC.

1: 1000 diluted samples with extinction values less than the cut off value are classified as negative.
The antibody titre is below 1:500.

1: 1000 diluted samples, having an absorbance in the range of > 20% but<’50% of positive control,
cannot be clearly classified and must therefore be assessed as borderline.

1: 1000 diluted samples, which extinctions are > 50% of PC extifiction, are to be classified as
positive.

Exemplary qualitative calculation:

Negative Control NC | Extinction Positive Control PC | Extinction
1.Value 0.041 1-Value 1.120
2.Value 0.056 2.Value 1.136
Mean 0.049 Mean 1.128
Calculation

PC -NC : 1428 — 0.049 =1.079

Cut-off (20% of PC-NC) 0.2 x 1.079 =0.216

Borderline (50% of PC-NC) :0.5x1.079 =0.540

All samples with an extinction < 0.216 are determined as negative for Anti-P. aeruginosa IgG.
Samples with an extinction of > 0.216 and < 0.540 are judged as borderline and samples
showing an extinction ‘'of > 0.540 are determined as positive for the content of Anti-P.
aeruginosa IgG.

10.3 Quantitative calculation

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

The extinction values of the negative NC and positive PC controls are plotted on the y-axis in
a douple-linear coordinate system against a titer factor. NC = 0 and PC = 2.5 on the x-axis. For
thecquantification of the sera values, a straight line is drawn through the NC and PC values
anhd extended to a titer factor of 3.5.

The titre of the individual serum is determined by reading the titre factor of the measured
extinction value through the NC-PC axis, which is multiplied by the serum dilution factor.

Titre factors lower than 0.25 and higher than 3.5 (x-axis) are not taken into consideration
in these calculations.
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Exemplary quantitative calculation:

Negative Control NC | Extinction Positive Control PC | Extinction
1.Value 0.041 1.Value 1.220
2.Value 0.056 2.Value 1.176
Mean 0.049 Mean 1.198
3 .
28 1:1000 >
2,6 +
2,4
2,2 -
S 2-
§ 18 -
é 16 1:10000
e 14 -
'% 1,2 -
g 1 [PC]
“ 0,8 -
0,6 -
0,4 -1:100000
0,2 -

0,5 1 15 2 2,5 3 35 4

Titer-Factor

Figure 1. Examplary graphic for the quantitative evaluation for serum B.

Sample Dilution Extinction | - Titre factor Titre Interpretation
of Sample | (average)  (see graphic)
1:1000 2.82 >35 n.a. positive
_ 1:(10000x3.05) | positive
Serum B 1:10000 1.45 3.05 => 1:30 500 p
_ 1:(100000x 0.3) | positive
1:100000 0.210 0.3 > 1-30000 p

If an electronic analysis_program is used, NC and PC have to be set as standards with the titer
values of 0 and 2500; The program calculates the titer of the unknown sample. The dilution
factor of the sample*has to be taken into account.

10.4 Interpretation of results

This ELISA“Kit is used as a complementary test to a classical microbiological detection of
infection*with Pseudomonas aeruginosa. If a sample is tested positive for antibodies against
one of the three Pseudomonas aeruginosa exotoxins, this is a sign of corresponding infection.
The evaluation of the measured antibody titres has to be done according to the scheme below.
IF the literature there are several studies describing the diagnostic performance of the assay
(see table 5). These studies often do not differentiate between borderline and positive and
apply only one cut-of value (1:500) to differentiate between negative and positive.

Titer Interpretation
< 1:500 negative
1:500 to 1: 1250 borderline

> 1:1250 positive
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For evaluation of the test results, the diagnostic sensitivity and specificity of the test system
must be taken into account (see Section 12.7).

The test results should not be the only base for therapeutic decisions. The results should be
interpreted in regard to anamnesis, further clinical observations and results of other diagnostic
investigations. It is recommended to consider the international and national guidelines for
diagnosis and treatment.

11 LIMITATION OF PROCEDURE

Basically, the result of immunological test systems can be affected by various sample
components such as medications or lipids. Their influence is reduced by the assay design, but
cannot be excluded completely. The evaluation of the results must be made in the context of
diagnostic sensitivity and specificity of the assay (table 5). In acute and chronic P. aertginosa
infected patients suffering from immunosuppression, assessment of an infectioft via the
detection of antibodies may be inadequate.

12 PERFORMANCE CHARACTERISTICS

12.1  Analytical Sensitivity

The analytical sensitivity as a measure for the minimal amount of specific antibody detectable
by this test system was determined by the signal variability of theznegative control. Therefore,
the recalculated antibody titre of the negative control was evaltated and the 3-fold standard
deviation was used to determine the limit of detection. The results are shown in table 1.

The limit of detection of antibody titers for AP, ELA, Exo A in 1:1000 diluted samples is
< 1:300.

Table 1 Analytical sensitivity / Limit of Detection basedcon 3-fold standard deviation of the blank. Shown is
the recalculated antibody titre of three independent experiments.

Dilution AP ELA Exo A
- 0.105 0.268 0.181
1:100 10 27 18
1:1000 105 268 181

12.2  Analytical Specificity.

The analytical specificity was assessed by the evaluation of the microbiological status of
serologically and microbiologically Pseudomonas-negative cystic fibrosis patients. Most
frequently infections with" Staphylococcus aureus, Candida albicans and Hemophilus influenza
were detected. These infections do not result in antibodies cross reacting with Pseudomonas
aeruginosa antigefs.

12.3 Precision

Intra-Assay Variance

Seruny'samples were diluted 1:1000 and measured 16-fold within one assay. The results are
shown in table 2. Mean variance was 4.95, 4.49 and 8.41% for alkaline Protease, Elastase
and Exotoxin A, respectively.

Table 2 Intra-Assay Variance

Sample 1 Sample 2 Sample 3
AP ELA Exo A AP ELA Exo A AP ELA Exo A
Mean Titre 806 529 715 3858 5521 5673 1453 1530 1381
SD 35 43 91 173 135 127 88 44 142
VC [%] 4.3 8.14 12.71 4.47 2.45 2.25 6.08 2.86 10.29
Number[n] 16 16 16 16 14 16 16 16 16
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Inter-Assay Variance

Samples were portioned and stored at -20°C for up to 12 years and measured irregularly during
this time. Table 3 shows the summarized results for 3 different samples. The variability
measured as coefficient of variation does not exceed 20% for any antigen or sample.

Table 3 Inter-Assay Variance

Sample 1 Sample 2 Sample 3
AP ELA Exo A AP ELA Exo A AP ELA Exo A
Mean Titre 1041 958 804 1743 1519 1239 2971 4071 4343
SD 67 60 70 228 231 176 164 309 392
CV [%] 6.39 6.31 8.69 13.09 15.22 14.22 5.51 7.59 9.03
Number [n] 73 73 72 295 295 293 112 112 112

124 Linearity

Linearity of sample dilution was evaluated by dilution dependent signal decrease in three
serum samples with high, medium and low antibody titres. In figure 2 the measured signals are
shown in dependence of the sample dilution. Linear regression analysis revealed coefficients
of correlation of >0.9 for all tested samples. The recalculated antibody“titres show a good
linearity, too.
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Dilution [1/Titer] Dilution [1/Titer] Dilution [1/Titer]

Figure 2 Linearity of sample dilution:;;Samples with high, medium and low antibody titre were diluted (1:500 —
1:24000) depending on the expected(signal intensity and measured results were analysed by linear regression
analysis.

12.5 Interference

Interference was notinvestigated, no information regarding the influence of triglycerides,
hemoglobin or bilirubin is available. Therefore lipaemic, hemolytic or icteric samples should
not be used forthis assay.

12.6 Traceability / Assay Calibration

Neithefan international standard preparation, purified human Anti-Pseudomonas aeruginosa
antibodies nor an established reference method for measurement of these antibodies are
available. Thus, the assay calibration is based on manufacturer positive controls with arbitrary
antibody titres of 2500 (Mediagnost [1/Titre]). Selected human serum samples with defined
antibody content are used for assay production and quality control. This panel allows the
traceability of measurement results.

12.7 Diagnostic Quality

For evaluation of diagnostic sensitivity (true positive) and specificity (true negative) a
comparison of E15 titre results in serum samples and the microbiological detection of
Pseudomonas aeruginosa growth in throat swab samples by classical culture techniques has
been conducted. For the evaluation of the test results regarding Pseudomonas aeruginosa
infection only a distinction between positive and negative was made.
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Positive

At least one microbiological detection of Pseudomonas aeruginosa within 12 months before
the serum sample was collected.

Negative

No microbiological detection of Pseudomonas aeruginosa within 12 months before the serum
sample was collected

Table 4 Diagnostic Specificity and Sensitivity Here the absolute numbers of positive and negative results are
shown in relation to the microbiological gold standard for different cut-off values (AP: alkaline Protease, ELA:
Elastase; Exo A: Exotoxin A; Total: all three antigens). Based on the absolute numbers sensitivity (% true positive)
and specificity (% true negative) are calculated).

Cut- off | 1:100 | 1:500 | 1:1250
AP ELA ExoA Total AP ELA ExoA Total AP ELA Exo A Total

True Positive TP 39 40 43 45 27 31 27 40 19 23 19 32
False Positive FP 10 8 11 12 2 2 3 5 1 0 0 1
True Negative TN 16 18 15 14 24 24 23 21 25 26 26 25
False Negative FN 12 11 8 6 24 20 24 11 32 28 32 19
Sensitivity [%]

TP/(TP+FN) 76 78 84 88 53 61 53 78 37 45 37 63
Specificity [%]

TN/(TN+FP) 62 69 58 54 92 92 88 81 96 100 100 96

A population of 77 cystic fibrosis patients was investigated, 5% patients were microbiologically
positive for Pseudomonas aeruginosa before the serum sample was collected and 26 negative.
These results conform to the data published by Kappler‘et al in 2006. Here the authors used a
cut-off Titre of 500 and calculated an overall sensitivity of 86% and a specificity of 96%. In
detail it was shown that sensitivity was 64; 53 and73% for AP, ELA and Exo A, respectively.
Specificity for AP, ELA and Exo A was calculated as 99; 100 and 96%. In comparison to our
results Kappler et al. detected higher sensitivity and specificity values which probably are the
consequence of an increased sample number (183 vs 77).

The Mediagnost test system has been evaluated by different independent research groups
regarding its diagnostic sensitivity.and specificity. In table 5 the results are summarized. Mean
diagnostic specificity is 76% (48:¢ 96) and mean diagnostic sensitivity is 84% (66—96).

Table 5 Summary of literature:results describing diagnostic sensitivity and specificity in dependence
of the applied cut-off titre valug’

. Patie Cut-off Dignostic Dignostic
a Journal | Jahr | MediagnostAssay | i1y | Titre  |Sensitivity [%]| Specificity [%]
Kappler et al. | Thorax 2006 |AP/ELA/Exo A 183 500 86 96
Tramper- 1250 66 96
Stranders et al. Thorax 2006 | AP/ ELA/ Exo A 220 500 79 89
AP >0
220 ELA > 35 96 79
Exo A>0
AP > 285
Ratien etal. | £ediatric | 5407 | AP/ ELA/ Exo A 375 | ELA>300 92.7 93.3
Pulmonol Exo A >
1000
Turkish
Dogru et al. Journal of | 2013 | AP/ ELA/ Exo A 90 500 87.5 70
Pediatrics
Anstead et al. ;.CySt!C 2013 | AP/ ELA/ Exo A 304 100 78 48
ibrosis
Daines etal, |2CYS1C | 5014 | AP/ ELA/ Exo A 68 100 66 56
Fibrosis
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14  INTERNATIONALE ASSAY DESCRIPTION

[International Test Description)]

DET 1:10-2 D__lIJLET 1:100
WB 1.20_) A.
- 1:1000 DIL
- PCl20°C - 25°C [©] max.1h
AP ELA Exo A

100 L [NC A1/A2 A1/A2 A1/A2
100yl |[PC1 B1/B2 - -
100l |PC2 - B4/B2 -
100uL  |PC3 - - B1/B2
100yl |[CTR C1/C2 C1/C2 C1/C2
100 L ||SPE| 1:1000 DIL

TAPE

®] 2h pc37°C
3x 300 L 3x
100 pL DET 1:100)
TAPE
2 h ]°c|37°C
3x 300 pL 3x
100 pL S
0.5 hfg20°C - 25°c | &
STP
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15 ASSAY PROCEDURE

Preparation of Reagents Dilution
DET Antibody-HRP-Conjugate 1:100 in Dilution Buffer DIL
Concentrate (100x) = DET 1:100
wWB Washing Buffer Concentrate in Aqua dest. (z.B. 100 mL WB mit A.dest
(20x) auf 2000 mL aufflllen)
> WB 1:20

Dilute samples 1:1000 with Dilution Buffer DIL (qualitative test). For quantitative antibody
assays it is recommended to perform serial dilutions of 1:1000, 1:10000 and 1:100000 with
Dilution Buffer DIL.

Before the assay procedure bring all reagents to room temperature (20°C -25°C).

Assay procedure in double determination

Pipette Reagents Plate 1 AP Plate 2 ELA Plate 3 Exo A
100 pL Negative Control NC |A1/A2 A1/A2 A1/A2

100 uL Positive Control PC1 |B1/B2 -- --

100 uL Positive Control PC2 | -- B1/B2 --

100 pL Positive Control PC3 | -- -- B1/B2

100 yL Control CTR C1/C2 C1/C2 C1/C2

100 uL Sample Dilution Pipette in the rest of the wells according to requirements.

Seal the wells of the 3 microtiter plates with the_seeling tape

Incubation: 2 h at 37°C

3x 300 pyL |Aspirate the contents of the wells and wash 3x with 300 uL | in each well
each Washing Buffer

100 uL Diluted Antibody-HRP>Conjugate in each well

Seal the wells of the 3 microtiterplates with the seeling tape

Incubation: 2 h at 37°C

3x 300 yL | Aspirate thezcontents of the wells and wash 3x with 300 pL |in each well
each Washing Buffer WB 1:20/ well

100 pL Substrate S in each well

Incubation: 30 min in the dark at RT (20°C -25°C).

100 pL Stop Solution STP in each well

Measure the absorbance within 30 min at 450 nm with 2 590 nm as reference wavelength.

This assay procedure is a duplicate of the page 24.
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