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Wantai Hepatitis-E-Virus-Diagnose

WANTAI HEV IgM ELISA

Diagnoseset fur die Ermittlung der IgM-Antikérper zum Hepatitis-E-Virus

(ELISA)

WE-7196

[Ti] v.201601[Eng.] \/ 96

Lesen Sie sich vor Durchfiihrung der Untersuchung die Packungsbeilage sorgfaltig und grindlich durch. Befolgen Sie
die Anweisungen, und andern Sie die beschriebene Vorgehensweise nicht. Nur durch die strikte Einhaltung dieser
Anweisungen konnen fehlerhafte Ergebnisse vermieden und die optimale Leistung des WANTAI HEV IgM ELISA
sichergestellt werden.

BESTIMMUNGSGEMASSE VERWENDUNG

Beim WANTAI HEV IgM ELISA handelt es sich um ein antikérperbasiertes Nachweisverfahren (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, ELISA) fur die qualitative Erfassung der IgM-Antikérper zum Hepatitis-E-Virus in
menschlichen Serum- oder Plasmaproben. Er soll in klinischen Laboren zur Diagnose und Management von
Patienten in Verbindung mit einer Infektion mit dem Hepatitis-E-Virus verwendet werden.

ZUSAMMENFASSUNG

Das Hepatitis-E-Virus (HEV) ist ein unbehiilites, einzelstrangiges RNA-Virus, das im Jahr 1990 identifiziert wurde.
Eine HEV-Infektion fiihrt zu akuten oder subklinischen Lebererkrankungen, die der Hepatitis A &hneln.
HEV-Infektionen, in Entwicklungslandern endemisch und haufig epidemisch, gibt es auch in Industrielandern, in
sporadischer Form oder ohne dass zuvor eine Reise in ein endemisches Gebiet stattgefunden hat. Die allgemeine
Fallsterblichkeit liegt bei 0,5~3 % und bei schwangeren Frauen sehr viel héher (15~25 %). 1995 wurde die Hypothese
aufgestellt, dass eine HIV-Infektion eine Zoonose ist. Dann wurden eine Schweine-HEV und spater eine Vogel-HEV
identifiziert und getrennt voneinander im Jahr 1997 und 2001 sequenziert. Seitdem umfasst eine HEV-Infektion jede
Anti-HEV, Virdmie und Ausscheidung von HEV im Stuhl, die bei einer breit gefassten Anzahl von Tieren auftritt, z. B.
bei Schweinen, Nagetieren, wilden Affen, Wild, Kiihen, Ziegen, Hunden und Hiihnern sowohl in den Entwicklungs- als
auch in den Industrielandern. Es gab die direkte Aussage, dass der Verzehr von rohem Wild, das mit HEV infiziert war,
zu einer akuten Hepatitis E beim Menschen fiihrte. Und HEV-Genom-Sequenzen sind in Schweinelebern zu finden,
die es in japanischen Supermarkten gibt.

GRUNDSATZ DER UNTERSUCHUNG

Beim WANTAI HEV IgM ELISA handelt es sich um einen zweistufigen Inkubations-, Festphasen-ELISA-Test zur
Ermittlung von Antikdrpern, bei dem Polystyren-Mikrotiterstreifen mit Antikérpern vorbeschichtet werden, die an
menschliche Immunglobulin-M-Proteine (Anti-u-Kette) gerichtet sind. Die Serum- oder Plasmaprobe des Patienten
wird hinzugefiigt und wahrend des ersten Inkubationschrittes werden jegliche IgM-Antikérper in den Vertiefungen
erfasst. Nach dem Auswaschen aller tibrigen Substanzen der Probe und insbesondere der Antikorper der IgG-Klasse
werden die spezifischen HEV-IgM-Antikorper, die in der Festphase erfasst werden, durch die Zugabe des
rekombinanten HEV-ORF2-Antigens, das an das Enzym Meerrettich-Peroxidase (engl. Horseradish Peroxidase, HRP)
konjugiert ist (HRP-Konjugat), erkannt. Wahrend der zweiten Inkubation reagieren die HRP-konjugierten Antigene
spezifisch nur mit HEV-IgM-Antikérpern. Nach dem Waschen zur Entfernung des nicht gebundenen HRP-Konjugats
werden die Chromogen-Losungen den Vertiefungen hinzugefiigt. Beim Vorhandensein eines (Anti-p) - (HEV-IgM) -
(HEV-Ag-HRP)-Immunkomplexes werden die farblosen Chromogene vom gebundenen HRP-Konjugat zu einem
blauen Produkt hydrolisiert. Die blaue Farbe wird gelb, nachdem die Reaktion mit Schwefelsaure angehalten wurde.
Die Farbintensitat kann gemessen werden und ist proportional zur Menge an Antikorpern, die im Innern der
Vertiefungen gebunden werden, bzw. zur Menge an Antikérpern in der Probe. Vertiefungen, die Proben enthalten,
welche fir HEV-IgM negativ sind, bleiben farblos.

KOMPONENTEN

Nur fur die In-Vitro-Diagnose
Dieses Kit enthélt Reagenzien, die ausreichend sind, um maximal 91 Proben in einem Testdurchlauf zu testen.

MIKROTITERPLATTE: Leere Mikrotiterstreifen, die auf einem weiBen

Code 5 (1 x 96 Vertiefungen)  Streifenhalter angebracht sind. Die Platte ist in einem Aluminiumbeutel mit einem

8x12/12x8-Vertiefungen pro Trockenmittel luftdicht verschlossen. Jede Vertiefung enthéalt Anti-lgM-Antikérper

Platte (Anti-y-Kette). Die Mikrotiterstreifen konnen zerteilt und separat verwendet
werden. Geben Sie nicht verwendete Vertiefungen oder Mikrotiterstreifen
zusammen mit dem Trockenmittel in den mitgelieferten, luftdicht verschlieRbaren
Lagerbeutel aus Kunststoff, und lagem Sie diesen bei 2-8°C. Nach dem Offnen
sind diese 4 Wochen bei 2-8°C haltbar.

KONTROLLE | -
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Code 1 (1x 50 ml pro Flasche)
VOR DER VERWENDUNG
VERDUNNEN!

detergent Tween-20

NEGATIVE KONTROLLE: Blaue Flussigkeit in einer Phiole mit grinem
Schraubverschluss.

Protein-stabilisierter Puffer, der als nicht reaktiv fir HEV-lgM-Antikorper getestet
wurde.

Wird im einsatzbereiten Zustand geliefert. Nach dem Offnen 4 Wochen bei 2-8°C
haltbar.

POSITIVE KONTROLLE: Rote Flissigkeit
Schraubverschluss.

Gereinigte HEV-IgM-Antikérper verdinnt in protein-stabilisiertem Puffer.

Wird im einsatzbereiten Zustand geliefert. Nach dem Offnen 4 Wochen bei 2-8°C
haltbar.

HRP-KONJUGAT: Rote Flussigkeit
Schraubverschluss.

HRP-konjugierte, rekombinante HEV-Antigene.

Wird im einsatzbereiten Zustand geliefert. Nach dem Offnen 4 Wochen bei 2-8°C
haltbar.

PROBENVERDUNNUNGSMITTEL: Blaue Fliissigkeit in einer weiRen Phiole mit
blauem Schraubverschluss.

Proteinhaltige Pufferlésung.

Wird im einsatzbereiten Zustand geliefert. Nach dem Offnen 4 Wochen bei 2-8°C
haltbar.

WASCHPUFFER: Farblose Fliissigkeit, die in eine weiBe Flasche mit weiBem
Schraubverschluss gefiillt ist.

Oberflachenaktive Pufferlosung.

Das Konzentrat muss in einem Verhdltnis von 1 zu 20 mit
destilliertem/deionisiertem Wasser verdinnt werden, bevor es verwendet werden

in einer Phiole mit rotem

in einer weiBen Phiole mit rotem

kann. Nach der Verdiinnung ist es 1 Woche bei Raumtemperatur und 2 Wochen
bei einer Lagerung bei 2-8°C haltbar.

CHROMOGEN-LOSUNG A: Farblose Fliissigkeit, die in eine weiRe Phiole mit
griinem Schraubverschluss gefiillt ist. Urea-Peroxid-Lésung.

Wird im einsatzbereiten Zustand geliefert. Nach dem Offnen 4 Wochen bei 2-8°C
haltbar.

CHROMOGEN-LOSUNG B: Farblose Fliissigkeit, die in eine schwarze Phiole mit
schwarzem Schraubverschluss gefilllt ist. TMB (Tetramethyl-Benzidin),
N,N-Dimethylformamid.

Wird im einsatzbereiten Zustand geliefert. Nach dem Offnen 4 Wochen bei 2-8°C
haltbar.

STOPP-LOSUNG: Farblose Fliissigkeit in einer weien Phiole mit gelbem
Schraubverschluss.

Verdiinnte Schwefelsaurelosung (0,5M H>SOs).

Wird im einsatzbereiten Zustand geliefert. Nach dem Offnen 4 Wochen bei 2-8°C
haltbar.
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Code 2 (1x 7 ml pro Phiole)

)
O]
|
00|

CHROM
Code 3 (1x 7 ml pro Phiole)

STOP_[_SOL
Code 4 (1x 7 ml pro Phiole)

] LUFTDICHT VERSCHLIESSBARER PLASTIKBEUTEL: Zur luftdichten Aufbewahrung der nicht
verwendeten Streifen Stick
] PACKUNGSBEILAGE 1
E X e p I a r
L] PLATTENABDECKUNG AUS PAPPE 2
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6 g e
Zur Abdeckung der Platten wéahrend der Inkubation und zur Verhinderung einer Evaporation oder Kontaminierung der
Vertiefungen.

ERFORDERLICHE MATERIALIEN, DIE NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN
SIND

Frisch destilliertes oder deionisiertes Wasser, Einmalhandschuhe und Timer, geeignete Abfallbehélter fur potenziell
kontaminierte Materialien, Dosiersystem bzw. Pipette, Einwegpipettenspitzen, absorbierender Stoff oder sauberes
Handtuch, trockener Inkubator oder Wasserbad, 37+1°C, Plattenlesegerat, einfache Wellenlange 450 nm oder
doppelte Wellenlange 450/600~650 nm, Absaug-/Waschsystem fir Mikrotiterplatten.

PROBENENTNAHME, TRANSPORT UND LAGERUNG

P

Probenentnahme: Es ist keine besondere Vorbereitung am Patienten erforderlich. Entnehmen Sie die
Probe gemal? dem géngigen Laborverfahren. Bei dieser Untersuchung konnen entweder frische Serum-
oder Plasmaproben verwendet werden. Blut, das durch Venenpunktion entnommen wurde, sollte auf
natiirliche Weise und komplett gerinnen - das Serum/Plasma muss so friih wie mdglich vom Gerinnsel
getrennt werden, um eine Hamolyse der RBC zu verhindern. Es sollte besonders sorgsam vorgegangen
werden, um sicherzustellen, dass die Serumproben klar sind und nicht durch Mikroorganismen kontaminiert
wurden. Jegliche sichtbare Feststoffteilchen in der Probe sind durch Zentrifugation bei 3000 U/min
(Umdrehungen pro Minute) 20 Minuten lang bei Raumtemperatur oder durch Filtration zu entfernen.

Plasmaproben, die in EDTA, Natriumzitrat oder Heparin genommen werden, konnen gepriift werden;

N

hochgradig lipamische, ikterische oder hamolytische Proben sollten jedoch nicht verwendet werden,

da diese zu falschen Untersuchungsergebnissen fiihren kénnen. Inaktivierte Proben nicht erhitzen. Dies
kann zu einer Schadigung des Zielanalyts fiihren. Proben mit einer sichtbaren mikrobischen Verunreinigung

sollten nicht verwendet werden.

3. Der WANTAI HEV IgM ELISA ist AUSSCHLIESSLICH fiir das Testen von individuellen Serum- oder
Plasmaproben vorgesehen. Verwenden Sie den Test nicht fiir die Untersuchung von Kadaverproben,
Speichel, Urin oder anderen Kérperflussigkeiten oder Poolblutproben.

4. Transport und Lagerung: Lagern Sie die Proben bei 2-8°C. Proben, die nicht innerhalb von 1 Woche fiir
die Untersuchung benétigt werden, sollten eingefroren werden (-20°C oder weniger). Ein mehrfaches
Einfrieren und Auftauen ist zu vermeiden. Fur den Transport sollten die Proben gemaR den bestehenden
lokalen und internationalen Richtlinien fir den Transport klinischer Proben und &tiologischer Mittel verpackt
und gekennzeichnet werden.

LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Die Komponenten des Kits bleiben bis zum Verfallsdatum, das auf dem Etikett und der Verpackung angegeben ist,
haltbar, wenn diese bei 2-8°C gelagert werden. Sie dtirfen nicht eingefroren werden. Um die maximale Leistung des
WANTAI HEV IgM ELISA sicherzustellen, sind die Reagenzien wahrend der Lagerung vor einer Kontaminierung mit
Mikroorganismen oder Chemikalien zu schiitzen.

VORSICHTSMASSNAHMEN UND SICHERHEIT
NUR VON QUALIFIZIERTEN PERSONEN ZU VERWENDEN

Die ELISA-Tests sind zeit- und temperaturempfindlich. Um falsche Ergebnisse zu vermeiden, missen die Schritte
des Testverfahrens strikt eingehalten und durfen nicht verandert werden.

1. Tauschen Sie Reagenzien aus verschiedenen Chargen nicht aus bzw. verwenden Sie keine Reagenzien
aus anderen kommerziell erhéltlichen Kits. Die Komponenten des Kits sind prézise abgestimmt, um eine
optimale Leistung der Tests zu erzielen.

2. Stellen Sie sicher, dass alle Reagenzien in dem Giiltigkeitszeitraum liegen, der auf der Schachtel des Kits
angegeben ist, und aus derselben Charge stammen. Verwenden Sie keine Reagenzien nach ihrem
Verfallsdatum, das auf den Etiketten oder der Verpackung angegeben ist.

3. ACHTUNG - KRITISCHER SCHRITT: Lassen Sie die Reagenzien und Proben Raumtemperatur (18-30°C)
erreichen, bevor Sie diese verwenden. Schiitteln Sie die Reagenzien leicht vor der Verwendung. Lagern Sie
diese sofort nach der Verwendung wieder bei 2-8°C ein.

4. Nutzen Sie nur ein ausreichendes Probenvolumen, das in den Verfahrensschritten angegeben ist.
Andernfalls kann es zu einer geringen Empfindlichkeit der Tests kommen.
5. Beriihren Sie nicht die &uRere Unterseite der Vertiefungen nicht; Fingerabdriicke oder Kratzer kénnen die

Ablesung stéren. Beim Ablesen der Ergebnisse ist sicherzustellen, dass der Boden der Platte trocken ist
und in den Vertiefungen keine Blasen vorhanden sind.

6. Lassen Sie die Vertiefungen der Mikrotiterplatten nach dem Schritt des Waschens nicht trocknen. Fahren
Sie umgehend mit dem nachsten Schritt fort. Vermeiden Sie die Bildung von Luftblasen, wenn Sie die
Reagenzien hinzufiigen.

7. Vermeiden Sie lange andauernde Unterbrechungen bei den Untersuchungsschritten. Stellen Sie sicher,
dass alle Vertiefungen denselben Arbeitsbedingungen unterliegen.

8. Kalibrieren Sie die Pipette haufig, um die Genauigkeit der Proben-/Reagenziendosierung sicherzustellen.
Verwenden Sie neue Einweg-Pipettenspitzen fiir jede Probe und Reagenz, um Kreuzkontaminationen zu
vermeiden.

9. Stellen Sie sicher, dass die Inkubationstemperatur im Innern des Inkubators 37°C betragt.

10. Beriihren Sie die Unterseite der Vertiefung nicht mit der Pipettenspitze, wenn Sie Proben hinzugeben.

11 Bestimmen Sie die Absorption bei 450 nm oder 450/600~650 nm bei der Messung mit einem
Plattenlesegerat.

12. Die enzymatische Aktivitat des HRP-Konjugats kann von Staub und anderen reaktiven Chemikalien und

Substanzen wie Natriumhypochlorit, Sauren, Basen, usw. beeintrachtigt werden. Fihren Sie die
Untersuchung nicht durch, wenn diese Stoffe vorhanden sind.

13. Bei der Verwendung von vollautomatischen Geréten diirfen die Platten wahrend der Inkubation nicht mit der
Plattenabdeckung abgedeckt werden. Nach dem Waschen miissen auch keine Riickstande im Innern der

Platte herausgeklopft werden.

14. Alle Proben menschlichen Ursprungs sind als potenziell infektiés anzusehen. Die strenge Einhaltung der
Richtlinien der Good Laboratory Practice (gute Laborpraxis) kann die personliche Sicherheit sicherstellen.
15. ACHTUNG: Bei der Herstellung der negativen Kontrolle des Kits wurden méglicherweise Materialien

menschlichen Ursprungs verwendet. Diese Materialien wurden mit den Testkits mit akzeptierter Leistung
gepriift und fir HBsAg und Antikérper zu HIV 1/2, HCV, TP fir negativ befunden. Es gibt jedoch kein
analytisches Verfahren, das sicherstellen kann, dass absolut keine Infektionserreger in den Proben oder
Reagenzien vorhanden sind. Daher sollten Sie Reagenzien und Proben mit auRerster Vorsicht handhaben,
so als ob diese Infektionskrankheiten tbertragen kénnten. Rinderseren wurden fir die Stabilisierung der
positiven und negativen Kontrollen verwendet. Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin, BSA) und
fotales Kalberserum (Fetal Calf Serum, FCS) werden von Tieren aus BSE/TSE-freien geographischen
Regionen gewonnen.

16. In den Untersuchungslaboren sind Essen, Trinken, Rauchen oder das Auftragen von Kosmetikartikeln
untersagt. Pipettieren Sie Lésungen nicht mit dem Mund.

17. Chemikalien dirfen nur gemaR der aktuellen GLP (Good Laboratory Practice, gute Laborpraxis) und den
lokalen oder nationalen Richtlinien gehandhabt und entsorgt werden.

18. Die Pipettenspitzen, Phiolen, Streifen und Probenbehélter sind zu sammeln und mindestens 2 Stunden bei

121°C zu autoklavieren oder mit 10%-Natriumhypochlorit 30 Minuten lang zu behandeln, um diese zu
dekontaminieren, bevor weitere Entsorgungsschritte eingeleitet werden. Lésungen, die Natriumhypochlorit
enthalten, dirfen NIEMALS autoklaviert werden. Materialsicherheitsdatenblatter (MSDB) sind auf Anfrage
erhaltlich.

19. Einige Reagenzien konnen als Rohstoffe eine Toxizitat, Reizung oder Verbrennungen verursachen oder



krebserregend sein. Unter anderem — jedoch nicht ausschlieflich — bei den folgenden Reagenzien ist ein
Kontakt mit der Haut und den Schleimhauten unbedingt zu vermeiden: Stopp-Losung, Chromogene und
Waschpuffer.

20. Bei der Stopp-Lésung 0,5M H;SO, handelt es sich um eine S&ure. Verwenden Sie diese mit der
entsprechenden Vorsicht. Wischen Sie verschiittete Lésung sofort auf, und spiilen Sie Ihre Haut oder Augen
mit Wasser, wenn diese mit der Losung in Kontakt kommen.

21. Als Konservierungsmittel kann ProClin™ 300 0,1% eine Hautreizung verursachen. Wischen Sie
verschittete Mittel sofort auf bzw. sptilen Sie Ihre Haut oder Augen mit Wasser, wenn diese mit der Losung
in Kontakt kommen.

INDIKATIONEN FUR EINE INSTABILITAT ODER SCHADIGUNG DES REAGENZES: Werte der positiven oder
negativen Kontrollen, die auBerhalb des angegebenen Bereichs der Qualitatskontrolle liegen, sind Indikatoren fur
eine mogliche Schadigung der Reagenzien und/oder Betreiber- oder Ausriistungsfehler. In solch einem Fall sind die
Ergebnisse als ungiltig anzusehen, und die Proben miissen erneut getestet werden. Bei konstant fehlerhaften
Ergebnissen und einer nachgewiesenen Schadigung oder Instabilitat der Reagenzien mussen die Reagenzien sofort
durch neue ausgetauscht werden; alternativ kdnnen Sie den technischen Support von Wantai kontaktieren und um
weitere Unterstiitzung bitten.

Gefahr:
H360D, P201, P280, P308+P313
N,N-Dimethylformamid

Achtung:
H317, P280, P333+P313, P363
ProClin™ 300

VERFAHREN

Vorbereitung der Reagenzien: Warten Sie, bis die Reagenzien und Proben Raumtemperatur (18-30°C) erreicht
haben. Priifen Sie das Waschpufferkonzentrat auf das Vorhandensein von Salzkristallen. Wenn sich solche Kristalle
gebildet haben, I6sen Sie das Konzentrat wieder auf, indem Sie es bei 37°C erhitzen, bis sich die Kristalle auflosen.
Verdiinnen Sie den Waschpuffer (20X), wie in den Anweisungen fiir das Waschen angegeben. Verwenden Sie
destilliertes oder deionisiertes Wasser und ausschlieflich saubere GefaBe, um den Puffer zu verdiunnen. Alle
anderen Reagenzien sind BEI LIEFERUNG SOFORT EINSATZFAHIG.

Schritt 1 Vorbereitung: Kennzeichnen Sie drei Vertiefungen als negative Kontrolle (z. B. B1, C1, D1), zwei
Vertiefungen als positive Kontrolle (z. B. E1, F1) und eine leere Vertiefung (z. B. A1, wobei weder die
Proben noch das HRP-Konjugat in die leere Vertiefung gegeben werden sollten). Wenn die Ergebnisse
durch die Verwendung doppelter Wellenldngen-Plattenlesegerate bestimmt werden, wird keine leere
Vertiefung benétigt. Verwenden Sie nur die Anzahl an Streifen, die fir den Test erforderlich sind.
Verdiinnungsmittel hinzufiigen: Geben Sie 100 pl des Probenverdiinnungsmittels in jede Vertiefung,
mit Ausnahme der leeren Vertiefung.

Probe hinzufiigen: Geben Sie 10 pl der positiven Kontrolle, negativen Kontrolle sowie der Probe in die
entsprechenden Vertiefungen, mit Ausnahme der leeren Vertiefung. Hinweis: Verwenden Sie eine
separate Einweg-Pipettenspitze fiir jede Probe, negative Kontrolle sowie positive Kontrolle, um
eine Kreuzkontamination zu verhindern. Mischen Sie dies durch sanftes Klopfen der Platte.
Inkubation: Decken Sie die Platte mit der Plattenabdeckung ab und inkubieren Sie diese 30 Minuten
lang bei 37°C.

Waschen: Nehmen Sie am Ende der Inkubation die Plattenabdeckung ab und entsorgen Sie diese.
Waschen Sie jede Vertiefung 5 Mal mit verdiinntem Waschpuffer. Lassen Sie den Waschpuffer jedes
Mal 30 - 60 Sekunden lang in den Vertiefungen einwirken. Legen Sie die Platte nach dem letzten
Waschzyklus auf Léschpapier oder einem sauberen Handtuch ab und klopfen Sie diese ab, um jegliche
Riickstande zu entfernen.

Hinzufiigen des HRP-Konjugats: Geben Sie 100 pl des HRP-Konjugats in jede Vertiefung, mit
Ausnahme der leeren Vertiefung.

Inkubation: Decken Sie die Platte mit der Plattenabdeckung ab und inkubieren Sie diese 30 Minuten
lang bei 37°C.

Waschen: Nehmen Sie am Ende der Inkubation die Plattenabdeckung ab und entsorgen Sie diese.
Waschen Sie jede Vertiefung 5 Mal mit verdiinntem Waschpuffer. Lassen Sie den Waschpuffer jedes
Mal 30 - 60 Sekunden lang in den Vertiefungen einwirken. Legen Sie die Platte nach dem letzten
Waschzyklus auf Loschpapier oder einem sauberen Handtuch ab und klopfen Sie diese ab, um jegliche
Riickstande zu entfernen.

Farbung: Geben Sie 50 pl der Chromogen-Lésung A und anschlieBend 50 pl der Chromogen-Lésung
B in jede Vertiefung, einschlieB3lich der leeren Vertiefung, und mischen Sie diese vorsichtig. Inkubieren
Sie die Platte 15 Minuten lang bei 37°C, unter Vermeidung von Lichteinstrahlung. Die
enzymatische Reaktion zwischen den Chromogen-Lésungen und dem HRP-Konjugat produziert eine
blaue Farbe in der positiven Kontrolle und in den HEV-IgM-positiven Vertiefungen.

Stoppreaktion: Geben Sie mit einer Multikanal-Pipette oder manuell 50 pl Stopp-Losung in jede
Vertiefung und mischen Sie diese vorsichtig. In der positiven Kontrolle und in den HEV-IgM-positiven
Probenvertiefungen bildet sich eine intensive gelbe Farbe.

Messung der Absorption: Kalibrieren Sie das Plattenlesegerat mit der leeren Vertiefung und lesen
Sie anschlieBend die Absorption bei 450 nm ab. Wenn ein duales Filterinstrument verwendet wird,
stellen Sie die Referenzwellenlange auf 600~650 nm ein. Berechnen Sie den Grenzwert und bewerten
Sie die Ergebnisse. (Hinweis: Lesen Sie die Absorption innerhalb von 10 Minuten nach dem Anhalten
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der Reaktion ab).

ANWEISUNGEN FUR DAS WASCHEN

=

Ein gutes Waschverfahren ist essentiell, um korrekte und prazise analytische Daten zu erhalten.

2. Es wird daher empfohlen, ein qualitativ hochwertiges ELISA-Mikroplatten-Waschgerét zu verwenden, das die
hochstmogliche Waschleistung bietet. Allgemein sind nicht weniger als 5 automatische Waschzyklen mit
350-400 pl/Vertiefung ausreichend, um falsch positive Reaktionen und einen hohen Hintergrund zu
vermeiden.

3. Um Kreuzkontaminationen der Platte mit Proben oder HRP-Konjugat zu vermeiden, darf der Inhalt der
Vertiefungen nicht entsorgt werden; es muss ermoglicht werden, dass das Plattenwaschgerat diese
automatisch absaugt.

4. Stellen Sie sicher, dass die Dosierkanale fir die Mikroplatten-Waschflissigkeit nicht verstopft oder
kontaminiert sind und dass jedes Mal eine ausreichende Menge an Waschpuffer in die Vertiefungen
abgegeben wird.

5. Bei einer manuellen Wasche empfehlen wir die Durchfiihrung von 5 Waschzyklen, das Dispensieren von
350-400 pl/Vertiefung sowie die 5-malige Absaugung der Flissigkeit. Wenn schlechte Ergebnisse (hoher
Hintergrund) festgestellt werden, sind die Waschzyklen oder die Einwirkzeit pro Vertiefung zu steigern.

6. In jedem Fall sollte die Flissigkeit, die aus den Streifen abgesaugt wird, mit einer Natrium-Hypochloridlésung

bei einer finalen Konzentration von 2,5 % 24 Stunden lang behandelt werden, bevor diese auf angemessene

Weise entsorgt werden.

7. Der konzentrierte Waschpuffer sollte vor der Verwendung in einem Verhaltnis von 1 zu 20 verdiinnt werden.
Wenn weniger als eine ganze Platte verwendet wird, ist das proportionale Volumen der Losung
vorzubereiten.

QUALITATSKONTROLLE UND BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Jede Mikroplatte sollte separat beriicksichtigt werden, wenn die Ergebnisse der Untersuchung berechnet und
ausgelegt werden, ungeachtet der Anzahl an aktuell verarbeiteten Platten. Die Ergebnisse werden berechnet, indem
jeder Probenabsorptionswert (A) auf den Grenzwert (Cut-Off Value, C.O.) der Platte bezogen wird. Wenn die
Grenzwertablesung auf einem einzelnen Filterplattenlesegerat basiert, sind die Ergebnisse zu berechnen, indem der
A-Wert der leeren Vertiefung von den Druckberichtwerten der Proben und Kontrollen abgezogen wird. Wenn die
Ablesung auf dem dualen Filterplattenlesegerat basiert, darf der A-Wert der leeren Vertiefung nicht von den
Druckberichtwerten der Proben und Kontrollen abgezogen werden.

Berechnung des Grenzwerts (C.0.) = Nc + 0,26
(Nc = der durchschnittliche Absorptionswert von drei negativen Kontrollen).

Qualitatskontrolle (Validierung der Untersuchung): Die Testergebnisse sind giiltig, wenn die Kriterien der
Qualitatskontrolle erfillt wurden. Es wird empfohlen, dass jedes Labor entsprechende Qualitatskontrollsysteme
erstellt, die Qualitatskontrollmaterialien umfassen, die ahnlich den oder identisch mit den analysierten
Patientenproben sind.

Der A-Wert der leeren Vertiefung, die nur Chromogen und Stopp-L6sung enthalt, ist < 0,080 bei 450 nm.

- Die A-Werte der positiven Kontrollen missen sich auf = 0,800 bei 450/600-650 nm oder bei 450 nm nach dem
Leeren belaufen.

Die A-Werte der negativen Kontrollen miissen sich auf < 0,100 bei 450/600~650 nm oder bei 450 nm nach dem
Leeren belaufen.

Wenn einer der A-Werte der negativen Kontrolle die Kriterien fir die Qualitatskontrolle nicht erfullt, ist dieser zu
entsorgen, und der Durchschnittswert sollte anhand der verbleibenden beiden Werte berechnet werden. Wenn mehr
als ein A-Wert der negativen Kontrolle die Spezifikationen hinsichtlich des Qualitatskontrollbereichs nicht erfillt, ist
der Test ungiiltig und muss wiederholt werden.

Beispiel:

1. Qualitatskontrolle

Wert A der leeren Vertiefung: Al= 0,025 bei 450 nm (Hinweis: ein Leeren ist nur erforderlich, wenn mit einem
einzelnen Filter bei 450 nm abgelesen wird)

Vertiefung Nr.: B1 C1 D1

Negative Kontrolle, A-Werte nach dem 0,012 0,010 0,011
Leeren:

Vertiefung Nr.: El F1

Positive Kontrolle, A-Werte nach dem 2,363 2,436

Leeren:

Alle Kontrollwerte liegen im angegebenen Qualitatskontrollbereich
2. Berechnung von Nc: = (0,012+0,010+0,011) = 0,011
3

3. Berechnung des Grenzwerts: (C.0.) = 0,011 + 0,26 = 0,271

ERGEBNISAUSLEGUNG

Negative Ergebnisse (A/ C.O. < 1): Proben, die A-Werte ausgeben, die unter dem Grenzwert liegen, sind fir diese
Untersuchung negativ, was darauf hindeutet, dass keine HEV-IgM-Antikérper mit dem WANTAI HEV IgM ELISA
erfasst wurden; daher gibt es keine serologischen Anzeichen fiir eine HEV-Infektion.

Positive Ergebnisse (A/ C.O. 2 1): Proben, die einen A-Wert geben, der gleich oder groBer als der Grenzwert ist,
gelten anfanglich als reaktiv, was darauf hindeutet, dass mit dem WANTAI HEV IgM ELISA wahrscheinlich
HEV-IgM-Antikérper entdeckt wurden. Die erneute Prifung in doppelter Ausfihrung von jeglichen anfanglich
reaktiven Proben wird empfohlen. Wiederholt reaktive Proben kénnten fir Antikérper zu HEV-IgM als positiv gelten;
daher ist der Patient wahrscheinlich mit HEV infiziert.

Grenzwert (A/ C.O. = 0,9-1,1): Proben mit einem A-Wert- zu Grenzwert-Verhaltnis von zwischen 0,9 und 1,1 gelten
als grenzwertig, und eine erneute Priifung dieser Proben in doppelter Ausfiihrung ist erforderlich, um die anfanglichen
Ergebnisse zu bestéatigen.

Eine Nachbereitung, Bestatigung sowie erganzende Tests aller positiven Proben mit einem anderen
analytischen System (z. B. PCR) sind erforderlich. Klinische Diagnosen sollten nicht basierend auf nur einem
einzigen Testergebnis erstellt werden. Diese sollten klinische oder andere laboratorische Daten und
Ergebnisse beinhalten.

AUSLEGUNG DER ERSTEN ERGEBNISSE UND NACHBEREITUNG
ALLE ANFANGLICH REAKTIVEN ODER GRENZWERT-PROBEN

Wiederholung in doppelter Ausfiihrung @] ,+O + O ,+O - O,’Or
Auslegung O+ AC.0.20,9 A/C.0.<0,9
Nachbereitung Auslegung IND O,-

IND = nicht interpretierbar

Wenn, nach der erneuten Priifung der anfanglich reaktiven Proben, beide Vertiefungen ein negatives Ergebnis
liefern (A/C.0.<0,9), gelten diese Proben als nicht wiederholbar positiv (oder falsch positiv) und als negativ
aufgezeichnet. Wie mit zahlreichen weiteren, extrem empfindlichen ELISA-Untersuchungen auch, kénnen falsch
positive Ergebnisse aus mehreren Griinden auftreten, von denen die meisten, jedoch nicht alle, mit einem
unzureichenden Waschen verbunden sind. Weitere Informationen finden Sie in der Anleitung zur Fehlerbehebung
des Wantai ELISA.

Wenn nach einer doppelten Prifung eine oder beide Vertiefungen positive Ergebnisse haben, sollte das
Endergebnis von diesem ELISA-Test als wiederholt reaktiv aufgezeichnet werden. Wiederholt reaktive Proben
kénnten fiir Antikorper zu HEV-IgM als positiv gelten; daher ist der Patient wahrscheinlich mit HEV infiziert.

Nach einer erneuten doppelten Priifung sind Proben mit Werten, die nahe am Grenzwert liegen, mit Vorsicht
auszuwerten und gelten als ,Grenzwertbereichsprobe” oder fiir den Zeitpunkt der Priifung als nicht auslegbar.

LEISTUNGSMERKMALE

Spezifitat: Die Spezifitast des WANTAI HEV IgM ELISA wurde in 11 Gruppen ohne Hepatitis E (dies schloss
Hepatitis-A-Falle, Hepatitis-B-Félle, Hepatitis-C-Falle, mit einem HBV-Impfstoff geimpfte Gruppen, Populationen mit
Routinetests auf das Virus, Blutspender und gesunde Personen ein). Jede Probengruppe umfasste mindestens 150
Mitglieder, wobei die grof3ten Testgruppen 7113 Teilnehmer aufwiesen. Die Spezifitat lag zwischen 95,3 %~100,0 %.

Testzentrum Testgruppen Proben Pos. Anzahl Spezifitat (%)

Akute Hepatitis A 168 1 99,4

Akute Hepatitis B 164 1 99,4

1 Hepatitis C 168 4 97,6
Gegen HBV geimpft 871 25 97,1
Routine-Virus-Testgruppe 445 3 99,3

P Gesunde Personen 273 0 100,0
Akute Hepatitis A 298 14 95,3

3 Blutspender 7113 124 98,3

4 Gesunde Personen 883 1 99,9

5 Gesunde Population 388 1 99,7
Blutspender 355 3 99,2

Gesunde Personen 9012 129 98,6

Gesamt Andere Gruppen 2114 48 97,7
Gesamt 11126 177 98,4

Es lie sich keine Interferenz von Rheumafaktoren von bis zu 2000 U/ml beobachten.

- Die Leistungsmerkmale des Verfahrens werden von erhohten Bilirubinkonzentrationen (bis zu 1,71 mmolll),
Hamoglobinkonzentrationen (bis zu 400 mg/l) und Triglyceridkonzentrationen (bis zu 170 mmol/l) nicht
beeintréchtigt.

- Es wurden gefrorene positive/negative Proben getestet, um sie auf Interferenzen aufgrund von Entnahme und

Lagerung zu uberpriifen. Die Leistungsmerkmale des WANTAI HEV IgM ELISA wurden nicht beeintréchtigt.

Es wurden Panels mit Proben mit erhéhten Anti-E. coli-Antikdrpern, Proben von Schwangeren und Personen mit

Autoimmunerkrankungen getestet. Die Leistungsmerkmale des WANTAI HEV IgM ELISA wurden nicht

beeintréchtigt.

Empfindlichkeit: Bei der Bewertung von 126 Serien-Serumproben, die von 31 Hepatitis-E-Patienten erhalten wurden



(Testzentrum 3), lag die Empfindlichkeit des WANTAI HEV IgM ELISA fiir die erste Serumprobe und die Serienproben
bei 100 % beziehungsweise 97,62 %, wéhrend die Empfindlichkeit des Referenz-HEV-IgM-Tests 90,32 %
beziehungsweise 86,51 % betrug.

Mit 202 Hepatitisproben, nicht Hepatitis A und nicht Hepatitis B, wurden parallel Vergleichstests durchgefiihrt
(Testzentrum 1). Da es fur Hepatitis E keinen goldenen Standard gibt, diente das Referenz-HEV-lgM-Verfahren als
Kontrollreagenz. Die Konkordanzrate zwischen dem WANTAI HEV IgM ELISA und dem Referenz-IgM-Verfahren
betrug 83,66 %. Wurde fir einen der beiden in dieser Studie verwendeten Tests der Status ,echt positiv* als positiv
definiert, lag die Empfindlichkeit des WANTAI HEV IgM ELISA und des Referenz-HEV-IgM bei 96,43 %
beziehungsweise bei 80 %.

Zusammenfassung Empfindlichkeit: Die Empfindlichkeit des WANTAI HEV IgM ELISA lag bei 97,1 % (95 %
Konfidenzintervall: 94,6 %-98,5 %) bei Paralleltests von insgesamt 314 Serumproben mit akuter Hepatitis E, was ein
signifikant hoheres Ergebnis war als bei den Referenz-HEV-IgM-Tests (81,5 %, 95 % Konfidenzintervall:
76,9 %-85,4 %) und dem Referenz-HEV-IgG-Test (93,8 %, 95 % Konfidenzintervall: 83,1 %-97,7 %).

Referenz- Referenz-
ZeT:tser Proben  WANTAI HEV IgM ELISA HEV-IgM-ELISA HEV-1gG-ELISA
Pos. Positivrate Pos. Positivrate Pos. Positivrate
1 140 135 96,4 % 112 80,0 %
2 48 a7 97,9 % 35 72,9 % 45 93,8 %
3 126 123 97,6 % 109 86,5 %
Gesamt 314 305 97,1 % 256 81,5 % 45/48 93,8 %
EINSCHRANKUNGEN
1. Positive Ergebnisse miissen mit anderen verfiigharen Verfahren bestétigt und in Verbindung mit den
Kklinischen Informationen zum Patienten ausgelegt werden.
2. Antikérper kénnen wahrend der friihen Phasen der Erkrankung sowie in immunsupprimierten Personen

nicht erkennbar sein. Daher sind negative Ergebnisse, die mit dem WANTAI HEV IgM ELISA erhalten
werden, nur eine Indikation, dass die Probe keine nachweisbare Spur an HEV-lgM-Antikérpern enthalt, und
jegliche negativen Ergebnisse sollten nicht als beweiskraftiger Nachweis angesehen werden, dass die
Person nicht mit HEV infiziert ist.

3. Wenn nach einer erneuten Priifung der anfanglich reaktiven Proben die Untersuchungsergebnisse negativ
sind, sollten diese Proben als nicht wiederholbar (falsch positiv) angesehen und als negativ ausgelegt
werden. Wie mit zahlreichen weiteren, extrem empfindlichen ELISA-Untersuchungen auch, kénnen falsch
positive Ergebnisse aus mehreren Griinden auftreten, von denen die meisten, jedoch nicht alle, mit einem
unzureichenden Auswaschen verbunden sind. Weitere Informationen finden Sie in der Anleitung zur
Fehlerbehebung des Wantai ELISA; alternativ konnen Sie den technischen Support von Wantai
kontaktieren, wenn Sie weitere Hilfe benétigen.

4. Die haufigsten Fehler bei einer Untersuchung sind: die Verwendung von Kits nach dem Ablaufdatum,

mangelhaftes Waschverfahren, kontaminierte Reagenzien, falsche Untersuchungsverfahrensschritte,

unzureichende Absaugung beim Waschen, Saumnis, Proben oder Reagenzien hinzuzufiigen, falsche

Verwendung der Laborausriistung, Fehler bei der Zeitplanung, Verwendung von hochgradig hamolysierten

Proben oder von fibrinhaltigen Proben, nicht vollstandig geronnene Serumproben.

Die Pravalenz des Markers wirkt sich auf die pradiktiven Werte der Untersuchung aus.

6. Das Kit ist AUSSCHLIESSLICH fiir das Testen von individuellen Serum- oder Plasmaproben vorgesehen.
Verwenden Sie es nicht fir das Testen von Kadaverproben, Speichel, Urin oder anderen Kérperfli !
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ZUSAMMENFASSUNG DER HAUPTKOMPONENTEN DES KITS:

Verwenden Sie diese Zusammenfassung nur als Referenz; befolgen Sie stets das Informationsblatt Gber das
entsprechende Verfahren, wenn Sie den Test durchfiihren. Hinweis: Die Komponenten der einzelnen Kits sind nicht
untereinander austauschbar.

1. Mikrotiterplatte Code 5 eine

2. Negative Kontrolle Code 8 1x 0,5 ml
3. Positive Kontrolle Code 7 1x0,5ml
4. HRP-Konjugat Code 6 1x12ml
5. Probenverdiinnungsmittel Code 9 1x12ml
6. Waschpuffer Code 1 1x 50 ml
7. Chromogenlésung A Code 2 1X7 ml
8. Chromogenldsung B Code 3 1X7 ml
9. Stopp-Losung Code 4 1x7 ml

ZUSAMMENFASSUNG DES TESTVERFAHRENS:
Verwenden Sie diese Zusammenfassung nur als Referenz; befolgen Sie stets das Informationsblatt tiber das
entsprechende Verfahren, wenn Sie den Test durchfiihren.

Probenverdinnungsmittel hinzufiigen 100!

Probe hinzuftigen 10ul
Inkubieren 30 Minuten
Waschen 5 Mal
HRP-Konjugat hinzufiigen 100!
Inkubieren 30 Minuten
Waschen 5 Mal

Farben 50ul A+ 50pl B
Inkubieren 15 Minuten

50pl Stopp-Losung
450 nm oder 450/600~650 nm

Reaktion stoppen
Absorption ablesen

BEISPIELSCHEMA FUR DIE ABGABE VON KONTROLLEN/PROBEN:
1 2 3 4 5 6 7

Leer S3

Neg.

Neg.

Neg.

oder Poolblutproben.
7. Beim Kit handelt es sich um einen qualitativen Test, und die Ergebnisse kénnen nicht verwendet werden,
um die Antikérperkonzentration zu messen.
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