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1. Allgemeines

Fir die in vitro Diagnostik. Das RIDA® Aviditatsreagenz ist ein Zusatzreagenz fiir
die Bestimmung der Aviditat von IgG-Antikérpern im RIDA®LINE Parvovirus B19
lgG-Test.

2. Einleitung

Die klassische Infektionsserologie beruht auf der Beobachtung, dass erregerspe-
zifische IgM-Antikérper nur vortbergehend gebildet werden, die entsprechende
IgG-Antwort aber lange andauert. So ergibt sich aufgrund eines IgM-Befundes ein
Hinweis auf eine akute Infektion, wahrend ein IgG-Befund ohne paralleles IgM auf
eine langer zurickliegende Infektion hindeutet. Aufgrund der Variabilitat der
Immunantwort und durch das Auftreten abweichender serologischer Verlaufe (z.B.
persistierende, reaktivierte oder fehlende IgM-Antwort) kann jedoch diese
klassische Vorgehensweise in nicht wenigen Fallen zu Fehlschliissen fuhren.

Die Aviditat ist ein Mal3 fir die Bindungsstéarke zwischen Antikérper und Antigen.
In der frihen Phase einer Infektion zeigen die IgG-Antikorper eine schwachere
Bindung zum Antigen; starker bindende AntikGrper weisen auf eine bereits langer
zurtickliegende Infektion hin. Die Bestimmung der IgG-Aviditat liefert als
ergdnzende Analyse zur klassischen Serologie Hinweise zur Datierung einer
Infektion. Bei der Ausbildung der IgG-Antwort kommt es zu einer sukzessiven
Zunahme der Aviditat des gebildeten IgG flr das entsprechende Antigen — ein
aulRerst regelmalig auftretender immunologischer Prozess. Daher liegt bei einer
akuten Infektion stets ein niedrig avides IgG, bei einer abgelaufenen Infektion ein
hoch avides IgG vor. Aufgrund dieser Beobachtung wurde in den letzten Jahren
ein weiterer, sehr aussagekraftiger Marker in die Diagnostik eingeftihrt: die
Aviditat des IgG.

3. Testprinzip

Fur die Testdurchfihrung werden je zwei Teststreifen mit der verdinnten Serum-
probe parallel inkubiert. Wahrend dieser ersten Inkubation binden Antikorper in
der Probe an ihre auf dem Teststreifen fixierten spezifischen Antigene. Anschlie-
Rend wird einer der beiden Teststreifen mit der Aviditatslosung gewaschen. Bei
diesem Schritt diffundieren die niedrig aviden Antikérper ab, wahrend hoch avide
Antikorper an ihren spezifischen Antigenen gebunden bleiben. Nach dem
Waschen werden mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte anti-human-Antikérper
zugegeben. Die Sichtbarmachung der spezifischen, an ihre Antigene gebundenen
Antikorper erfolgt nach erneutem Waschen durch Zugabe von einem Substrat,
welches die Antigen-Antikorper-Komplexe durch das Auftreten von Banden auf
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den Teststreifen sichtbar macht. Die relative Position der gefarbten Banden zeigt
die Spezifitdt der reagierenden Antikdrper an. Durch den abschlieRenden
Vergleich der beiden entsprechenden Teststreifen lasst sich eine Aussage Uber
die Aviditat der Antikorper ermitteln, die wiederum eine Interpretation der
Infektionsstadiums ermaoglicht.

4. Packungsinhalt

Das Reagenz ist ausreichend fir die Durchfihrung von 25 Bestimmungen. Jedes
Testkit enthalt eine Flasche mit:

25 Best. Aviditatsreagenz (Feststoff);
flr ca. 60 ml gebrauchsfertige Losung

5. Reagenzien und ihre Lagerung

Das Aviditatsreagenz (Feststoff) ist im ungeétffneten Zustand gemalR den
Angaben auf dem Etikett haltbar. Die Lagerung kann im Kuhlschrank oder bei
Raumtemperatur erfolgen (2-25 ). In Verbindung mit dem RIDA®LINE
Parvovirus B19 Test ist die Haltbarkeit des LINE-Blots zu beachten. Das
Aviditatsreagenz (Feststoff) muss vor Feuchtigkeit geschtzt werden.

Die gebrauchsfertige Losung kann im Kuhlschrank bei 2 -8 T flr 8 Wochen
aufbewahrt werden. Eine Lagerung bei -20 €T ist fir 12 Monate moglich. Die
Aviditatslosung sollte dann in warmem Wasser aufgetaut werden (Dauer ca.
45 Minuten).

6. Zusatzlich bendétigte Reagenzien - erforderliches Zubehor
6.1. Reagenzien

—RIDA®LINE Parvovirus B19 IgG (Art. Nr. LB6023)

6.2. Zubehor

—Messzylinder flr 50 ml
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7. VorsichtsmalRnhahmen

Nur fur die in vitro Diagnostik.

Dieser Test ist nur von geschultem Laborpersonal durchzufihren. Die Richtlinien
zur Arbeit in medizinischen Laboratorien sind zu beachten. Die Gebrauchsanwei-
sung zur Durchfiihrung des Tests ist strikt einzuhalten.

Beim Umgang mit dem Reagenz (Feststoff) ist die Verwendung eines Atemschut-
zes und eines Augenschutzes erforderlich, die Verwendung eines Hautschutzes
wird empfohlen. Die gebrauchsfertige Losung kann ohne Atemschutz verwendet
werden. Die Losung nicht mit dem Mund pipettieren, Kontakt mit Haut oder
Schleimhaut vermeiden. Nach Kontakt muss das Reagenz mit reichlich Wasser
aus- bzw. abgewaschen werden.

8. Herstellung der gebrauchsfertigen Aviditatslosun g

Das bereits fertig abgewogene Aviditatsreagenz wird in 40 ml des
gebrauchsfertigen Wasch- / Verdiinnungspuffers aus dem RIDA®LINE Parvovirus
B19 Testkit gelost. Dieser Losungsprozess nimmt einige Zeit in Anspruch und
kann bei Bedarf durch leichtes Erwarmen beschleunigt werden. Die fertige L6sung
hat ein Endvolumen von etwa 60 ml.

9. Testdurchfihrung
9.1. Allgemeines

Vor Testbeginn missen alle Reagenzien (RIDA®LINE Parvovirus B19 1gG und
RIDA® Aviditatsreagenz) fur mindestens 30 Minuten auf Raumtemperatur (18 -
25 C) gebracht werden. Neben den hier gemachten A ngaben gelten zusatzlich
alle Hinweise in der Gebrauchsanweisung des RIDA®LINE Parvovirus B19
Testkits.

Es mussen von jeder Probe immer zwei Streifen parallel angesetzt werden. Um
eine vergleichende Auswertung zu ermoglichen, wird ein Streifen mit dem
Aviditatsreagenz behandelt und der andere nicht. Die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse hangt in starkem Mal3e vom gleichméaRigen Waschen der Streifen ab.
Die beschriebenen Waschfrequenzen sollten deshalb immer eingehalten werden.

RIDA® Aviditatsreagenz  09-12-18 4



9.2. Erste Inkubation

Fur jede Probe werden zwei Vertiefungen einer Inkubationswanne bendétigt. In
jede Vertiefung werden 2 ml des gebrauchsfertigen Wasch- / Verdlinnungspuffers
pipettiert. In den Puffer wird anschliel3end jeweils ein Teststreifen vorsichtig mit
Hilfe einer Pinzette eingetaucht.

Die Streifen miussen vollkommen mit Puffer benetzt s ein. Die Streifennum-
merierung muss nach oben zeigen.

Je 20 pl der unverdinnten Proben (Serum oder Plasma) werden in zwei Vertie-
fungen gegeben (Verdinnung 1:101). Bitte achten Sie darauf, die Probe an einem
Ende des untergetauchten Streifens in den Puffer zu pipettieren und schnellst-
maoglich durch vorsichtiges Schitteln der Inkubationswanne einzumischen. Wah-
rend der Inkubation sollten die Wannen mit den beigefiigten Deckeln abgedeckt
werden.

Die Blotstreifen werden mit der Probe unter leichtem Schitteln 1 Stunde bei
Raumtemperatur (18 - 25 C) inkubiert.

9.3. Waschen

Die Inkubationslosung wird aus den Vertiefungen abgesaugt, vorzugsweise mit
einer Absaugpumpe mit angeschlossener Desinfektionsfalle. In jede Vertiefung
werden anschlieend 2 ml des gebrauchsfertigen Wasch- / Verdiunnungspuffers
gegeben. Die Streifen werden fur 5 Minuten bei Raumtemperatur (18 - 25 ) un-
ter leichtem Schutteln auf dem Schiittler gewaschen. Nach dem Waschvorgang
wird der Puffer abgesaugt.

9.4. Zweite Inkubation

Zu jeweils einem Streifen des Doppelansatzes werden 2 ml Wasch-/ Verdln-
nungspuffer und zum anderen 2 ml der gebrauchsfertigen Aviditatslésung gege-
ben. Die Streifen werden 3 Minuten bei Raumtemperatur (18 - 25 C) inkubiert.
Bei diesem Schritt werden die niedrig-aviden Antikorper ,abgewaschen”. Der
zweite Ansatz, der nicht mit dem Aviditatsreagenz behandelt wird, muss bei jeder
Probe mitgefihrt werden.

Achtung!
Es ist zwingend erforderlich die Zeitspanne von dre I Minuten genau einzu-
halten.
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9.5. Waschen

Die Inkubationslosung wird aus den Vertiefungen abgesaugt, vorzugsweise mit
einer Absaugpumpe mit angeschlossener Desinfektionsfalle. In jede Vertiefung
werden anschlieRend 2 ml des gebrauchsfertigen Wasch- / Verdiunnungspuffers
gegeben. Die Streifen werden fur 5 Minuten bei Raumtemperatur (18 - 25 C)
unter leichtem Schutteln auf dem Schittler gewaschen. Nach dem Waschvorgang
wird der Puffer abgesaugt.

9.6. Dritte Inkubation

Zu jedem Streifen werden 2 ml der frisch angesetzten IgG-Konjugatldsung
pipettiert. Danach werden die Wannen abgedeckt und 45 Minuten unter leichtem
Schutteln bei Raumtemperatur (18 - 25 C) inkubiert .

9.7. Waschen

Die Inkubationslosung wird aus den Vertiefungen abgesaugt, vorzugsweise mit
einer Absaugpumpe mit angeschlossener Desinfektionsfalle. In jede Vertiefung
werden anschlieend 2 ml des gebrauchsfertigen Wasch- / Verdiunnungspuffers
gegeben. Die Streifen werden fur 5 Minuten bei Raumtemperatur (18 - 25 C)
unter leichtem Schutteln auf dem Schittler gewaschen. Nach dem Waschvorgang
wird der Puffer abgesaugt. Dieser Waschschritt wird insgesamt dreimal
durchgefhrt.

9.8. Vierte Inkubation

Zu jedem Streifen werden 1,5 ml des gebrauchsfertigen Substrats pipettiert. Die
Streifen werden 5 - 10 Minuten bei Raumtemperatur (18 - 25 C) unter leichtem
Schitteln inkubiert. Sobald die Cut off-Kontrollbande zu sehen ist, wird der
Farbeprozess beendet. Das Substrat wird abgesaugt. Zum Stoppen der
Farbereaktion werden die Streifen in den Wannen dreimal kurz mit deionisiertem
Wasser abgespuilt.

Die Streifen werden vorsichtig mit einer Pinzette den Wannen entnommen und
zum Trocknen ca. 2 Stunden zwischen saugfahiges Papier gelegt. Nach dem
Trocknen konnen die Streifen auf dem Auswertebogen aufgeklebt und
anschlieRend ausgewertet werden.
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10. Auswertung

Vergleichen Sie die Intensitaten der entsprechenden Banden auf den beiden
Teststreifen, die mit dem gleichen Serum inkubiert wurden. Achten Sie darauf, ob
sich die Intensitaten verandert haben.

Die Bewertung der Aviditatsstreifen wird anhand der Kriterien in der
Gebrauchsanweisung des RIDA®LINE Parvovirus B19 IgG durchgefiihrt.

Ein Antikdérper wird als niedrig avide bezeichnet, wenn die Intensitat der
dazugehdrende Bande bei der Aviditdtsbestimmung um mindestens 50%
abnimmt. Eine komplette Abnahme der Intensitaten ist ein relativ sicherer Hinweis
auf eine frische Infektion.

Generell gilt, dass fur die Aviditatsbeurteilung keine absoluten Regeln aufgestellt
werden kénnen. Die Interpretation der Aviditat muss immer im Zusammenhang
mit den gesamten Untersuchungsergebnissen erfolgen.

11. Hinweise zur Testdurchfiihrung und Interpretatio n

Es wird darauf hingewiesen, dass Abweichungen von der vorgeschriebenen
Testprozedur zu Fehlbeurteilungen fihren koénnen. Die vorgeschriebenen
Inkubationszeiten sind unbedingt einzuhalten.
Alle Testergebnisse sollten als Erganzung zum klinischen Bild betrachtet werden.
Zur Festlegung der Diagnose sind in jedem Fall auch die klinischen Befunde und
die zugehorige Anamnese mit einzubeziehen.

RIDA® Aviditatsreagenz  09-12-18 7



