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Gebrauchsinformation fur RUBELLA-AGGLUTEST

Roételn-Hamagglutinations-Hemmtest (HHT bzw. HAH)
Best.-Nr.: RT-020
Ausgabe: 2009-01

Diagnostische Bedeutung

Rételnvirusinfektionen verursachen meist eine harmlos verlaufende Kinderkrankheit, wobei
es zu einer Krankheitshaufung bei Kindern zwischen dem dritten und zehnten Lebensjahr
kommt. Aufgrund der Symptomatik lassen sich Roételninfektionen oft nur schwer klinisch
diagnostizieren, da etwa 30 - 40 % der Infektionen inapparent verlaufen (1).

Eine fetale Infektion wéahrend der Frihschwangerschaft kann jedoch zu schweren
congenitalen Abnormitaten fiihren. Das Ausmald der fetalen Schédigung ist von der
teratogenen Potenz des Virus abhéngig und vom Zeitpunkt der Infektion wéahrend der
Schwangerschaft: im ersten Trimenon der Schwangerschaft betragt das Risiko einer fetalen
Schadigung 25 - 35 % und nimmt mit zunehmendem Schwangerschaftsverlauf ab (2, 3).
Antikdrper gegen das Rotelnvirus sind schon kurz nach Auftreten der Symptome
nachweisbar. Im Gegensatz zu spezifischen IgM-Antikdrpern, die in der Regel nur in den
ersten 8 Wochen nachweisbar sind, weisen spezifische 1gG-Antikérper eine lebenslange
Persistenz auf.

Auch nach erfolgreicher Impfung kénnen Reinfektionen auftreten, die in der Regel
asymptomatisch verlaufen und durch eine erhéhte Konzentration spezifischer IgG-Antikorper
diagnostiziert werden kénnen (4).

Der Nachweis einer bestimmten Konzentration spezifischer IgG-Antikdrper im Serum lasst
auf eine ausreichende Immunitat gegentber einer Rotelninfektion schlielen.

Die Mutterschaftsrichtlinien des Bundesausschusses der Arzte und Krankenkassen
schreiben vor, dass die Immunitat mit dem HAH-Test zu bestimmen ist: ,ein positiver
Antikdrpernachweis gilt ohne zusétzliche Untersuchungen als erbracht, wenn der HAH-Titer
mindestens 1: 32 betragt._..."

Testprinzip

Der Hamagglutinations-Hemmtest weist Antikdrper der Klasse 1gG und IgM nach.

Grundlage des Tests ist die Fahigkeit des Roteln-Antigens, Kiken-Erythrozyten zu
agglutinieren = Hamagglutination. Durch spezifische Roteln-Antikdrper im Patientenserum
wird diese Agglutination gehemmt = Hamagglutinations-Hemmung (HAH / HHT). Un-
spezifische Hemmfaktoren im Serum missen durch ein Adsorptionsverfahren entfernt
werden.

Gefahrenhinweise und VorsichtsmalBnahmen

Beachten Sie die Laborvorschriften fur die Handhabung von infektiosem Material!

Das Roteln-HA-Antigen wurde chemisch inaktiviert.

Dennoch missen alle Proben, biologischen Reagenzien und fir die Testdurchfiihrung
verwendeten Materialien grundsétzlich als potentiell infektios angesehen und
entsprechend behandelt und entsorgt werden.
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[Reagenzien //[ Formatiert: Schriftart: 11 pt

Die Testpackung ist ausreichend fiir 20 Serumproben bei 7 Titerstufen (1:8 bis 1:512) und
enthalt folgende Komponenten:

Reagenz Menge Best.-Nr.
Agglutest-Puffer
(Tris/NaCl/CaCl,/MgSo,-Puffer, pH 7,4), gebrauchsfertig

Kaolin-Suspension
(25 %ig in Boratpuffer, pH 9,0) gebrauchsfertig

19 ml RT-001

2x4ml RT-002

Roteln-Antigen
Lyophilisat (4 - 8 HA-Einheiten)

Vorbehandlungs-Erythrozyten
Lyophilisat, (10 %ige Kiken-Erythrozyten, konserviert)

HA-Erythrozyten
Lyophilisat (0,25 %ige Eintagskiken-Erythrozyten, konserviert)

fur 4,8 ml RT-003

far 1,2 ml RT-004

fur 4,8 ml RT-005

Zusétzlich erforderliches Material —{ Formatiert: schriftart: 11 pt

Mikrotiterplatten mit V-Form
Schittelgerat fur Mikrotiterplatten
Brutschrank mit 37 °C

Mikropipetten mit Einmalspitzen
Kontrollserum (z. B. Best.-Nr. RS-030)

Lagerung und Haltbarkeit der Reagenzien [ Formatiert: Schriftart: 11 pt

Reagenzien bis zur Anwendung bei + 2 °C bis + 8 °C aufbewahren. Haltbar bis zu dem auf
den Etiketten angegebenen Datum.

Lyophilisierte Reagenzien sind nach Auflésung bei + 2 °C bis + 8 °C aufzubewahren und am
gleichen Tag zu verwenden.

Vorbereitung der Reagenzien [ Formatiert: Schriftart: 11 pt

Lyophilisierte Reagenzien vor Gebrauch auflésen.

Vorbehandlungs-Erythrozyten |Lyophilisat mit 1,2 ml Agglutest-Puffer rekonstituieren

Roteln-Antigen Lyophilisat mit 4,8 ml Agglutest-Puffer rekonstituieren
HA-Erythrozyten Lyophilisat mit 4,8 ml Agglutest-Puffer rekonstituieren
- 4[ Formatiert: Standard
Probenmaterial [ Gelbscht: - — — -Seitenumbruch- — — -
Im RUBELLA-Agglutest wird Serum getestet. Hamolytische, lipamische, oder mikrobiell { Formatiert: Schriftart: 11 pt
kontaminierte Seren sind fur den Test nicht geeignet. [ Geléscht: ,

U

Die Proben kénnen bei + 2 °C bis + 8 °C bis zu 5 Tagen oder bei - 20 °C fir langere Zeit
gelagert werden. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen ist zu vermeiden.
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Testdurchfuhrung

1. Serum-Vorbehandlung

Kaolin-Suspension kréftig schitteln.

— 50 pl (100 pl) Serum-Probe + 150 pl (300 pl) Kaolin-Suspension, mischen. [ Geloscht: p

— 20 min bei Raumtemperatur einwirken lassen.
— 10 min bei 1.000 g oder 1 min bei 8.000 g zentrifugieren.
— 150 pl Uberstand gewinnen, Rest verwerfen. Kein Kaolin mit aufsaugen!

— Aufgeléste Vorbehandlungs-Erythrozyten durch mehrmaliges Aufziehen und
Ausstof3en gut suspendieren.

— 50 pl Vorbehandlungs-Erythrozyten zu dem gewonnenen Uberstand (150 pl) geben,
mischen.

— 20 min bei Raumtemperatur einwirken lassen.
— 10 min bei 1.000 g oder 1 min bei 8.000 g zentrifugieren.
— Uberstand sofort abnehmen, nicht auf dem Erypellet stehen lassen.

— Der in einer Serum-Verdiinnung von 1:4 vorliegende Uberstand wird im Test
eingesetzt.

2. Testansatz ///{ Formatiert: Schriftart: Fett

I

Der Test wird auf Mikrotiter-Platten mit V-Form bei + 2 °C bis + 8 °C im Kihlschrank
durchgefiihrt. Bei jedem Test-Ansatz missen Kontroll-Seren (z. B. Best.-Nr. RS-030)

mitgefuhrt werden. Fur die Gultigkeitskriterien des Tests werden zusatzlich eine Serum-
Kontrolle (2.1.), eine Erythrozyten-Kntrolle (2.2) und eine Rételn-Antigen-Kontrolle (2.2) /,,,,//[Gelt)scht:k

angesetzt.
Siehe Kurzanweisung Seite 7

2.1 Serum-Titration und Serum-Kontrolle

—.In die Vertiefungen A bis G der Mikrotiterplatte je 25 pl Agglutest-Puffer vorlegen. [ Geléscht:
—In die Vertiefung A und H je 25 pl der Serum-Verdunnung 1:4 einfillen,, -~ [ Geloscht:

\ { Formatiert: Block, Einzug: Links: 1
Serum-Titration von 1:8 nach 1:512 (Mikrotiter-Platte A bis G) \ | cm, Hangend: 0,5 cm, Aufgezahit +

Ebene: 1 + Ausgerichtet an: 0 cm +
Tabstopp nach: 0,63 cm + Einzug bei:

— Die Vertiefung A mischen und 25 pl in Vertiefung B Ubertragen, mischen und weiter \ | 0,63 cm, Tabstopps: Nicht an 0,63
Ubertragen. \Lem + 075 cm
— Aus der letzten Vertiefung G der Serum-Titration (1:512) werden nach dem Mischen [(Getosent: 1

25 pl entnommen und verworfen.

— Die Vertiefung H der Serum-Kontrolle mischen, 25 pl entnehmen und verwerfen. /,//[Geldscht: -

—.In Kavitét A bis G je 25 pl Rételn-Antigen pipettieren. [ Geléscht:

— In die Vertiefung H der Serum-Kontrolle 25 pl Agglutest-Puffer einflllen.
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2.2. Roteln-Antigen- und Erythrozyten-Kontrolle

In die Vertiefungen B bis H je 25 ul Agglutest-Puffer vorlegen.
—In die Vertiefung A 50 pl Rételn-Antigen geben, mischen.

Geloscht: |
1

Gel6scht:

—.25 pl von der Vertiefung A in die Vertiefung B Ubertitrieren, mischen, usw.

Gel6scht:

—.Aus der Vertiefung F 1:32 nach dem Mischen 25 pl entnehmen und verwerfen.

- Vertiefungen G und H der Erythrozyten-Kontrolle bleiben ohne Rételn-Antigen.

Geldscht:

—.In alle Vertiefungen der Rételn-Antigen-und Erythrozyten-Kontrolle je 25 pl

/,//[ Geloscht:
«/i&i({ Geloscht:

Agglutest-Puffer einfilllen,

o L JL Jo J

Formatiert: Block, Einzug: Links: 1

3. Erste Inkubation

—.Alle Mikrotiter-Platten vorsichtig 1 min schitteln (Schittelgerat).

\ cm, Hangend: 0,5 cm, Aufgezahlt +

\ Ebene: 1 + Ausgerichtet an: 0 cm +
\ Tabstopp nach: 0,63 cm + Einzug bei:
\\ 0,63 cm, Tabstopps: Nicht an 0,63

\\ (M

\
\

\\
\\{ Gel6scht:

—.Zugedeckt 20 min bei + 37 °C ohne Erschitterung inkubieren.

4. HA-Erythrozyten-Zugabe

\
[ Geloscht: |
\ Geldscht:

Gel6scht:

’***{ Formatiert: Schriftart: 13 pt, Fett

— Aufgeldste HA-Erythrozyten missen vollstdndig suspendiert sein, so dass keine [ Geléscht:

AusstoRen vollstandig suspendieren.

Klimpchen mehr zu sehen sind. Ansonsten durch vorsichtiges Aufziehen und

o )

—.In séamtliche Vertiefungen aller Mikrotiter-Platten 25 pl HA-Erythrozyten einfillen. ///[ Geldscht:
—.Die Mikrotiter-Platten vorsichtig 1 min schiitteln (Schittelgerat). ///[Gelﬁscht:
5. Zweite Inkubation
| —.Zugedeckt 1 Stunde bei + 2 °C bis + 8 °C ohne Erschitterung stehen lassen. /,//[Gelbscht:

6. Ablesen der Ergebnisse

Das Testergebnis kann abgelesen werden, sobald die Kontrollen eindeutig die erwartete
| Reaktion zeigen (siehe Testgiiltigkeitskriterien) — in der Regel nach 50 bis 60 min

Inkubationszeit. Falls die Erythrozyten dann noch nicht klar als Knopf abgesetzt haben, sollte

der Test noch 5 — 10 min bei Raumtemperatur nachinkubiert werden.

Testauswertung

Die Ablesung ist nach 1 Stunde oder friiher moglich. Voraussetzung ist, dass die Kontrollen,

besonders Erythrozyten- und Antigen-Kontrolle, eindeutig ablesbar sind.

Erythrozyten-Kontrolle Die Erythrozyten-Kontrollen miissen eine negative Reaktion =
scharfer rotbrauner Erythrozyten-Knopf zeigen.

Serum-Kontrolle Vorbehandeltes Serum 1:8 + Test-Erythrozyten muss eine
negative Reaktion = scharfer rotbrauner Erythrozyten-Knopf
zeigen.

Roteln-Antigen-Kontrolle | Die Vertiefungen A und B (Antigen-Verdiinnung 1:1 und 1:2)
sollen eine vollstandige, danach eine abgestufte
Hamagglutination aufweisen.
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Zur Kontrolle und bei zweifelhaften Reaktionen kann nochmals nach spatestens 12 Stunden
abgelesen werden. Platten in der Zwischenzeit im Kihlschrank erschitterungsfrei
aufbewahren. Mitgefiihrte Kontroll-Seren miissen im angegebenen Titerbereich liegen.

Geloscht: |
JFehlerbetrachtung

1. Knopfbildung in allen Vertiefungen - mdgliche Ursachen /[ Geléscht: —

e Kein Antigen pipettiert
e Falsche Temperatur bei Antigeninkubation oder HA-Erythrozyteninkubation
e Ungenigende Durchmischung nach Zugabe von Antigen oder HA-Erythrozyten
e Hamolytische Test-Erythrozyten (rétlich gefarbter Uberstand der Erythrozytenlésung)
2. Agglutination in allen Vertiefungen ; mégliche Ursachen /[ Geloscht: —

e Testpuffer verunreinigt (FIéckchen oder Triibung)

e HA-Erythrozyten oder Adsorptions-Erythrozyten waren hamolytisch (rétlich gefarbter
Uberstand der Erythrozytenldsung)
Falsche Temperatur bei Antigeninkubation oder HA-Erythrozyteninkubation

e Serum-Kontrolle des Patienten war nicht einwandfrei (volle oder teilweise
Agglutination)

e Patientenserum von Schwangeren aus friher Schwangerschaftsphase (neigt zu
gestorter Serum-Kontrolle)

e Polyklonale Antikorperstimulierung mdoglich

Beurteilung der Test-Ergebnisse

Der Antikorpertiter ist die héchste Serum-Verdiunnung, die noch einen scharfen rotbraunen
Knopf = deutliche Hemmung der Hamagglutination zeigt.

Sollten einzelne Proben nicht sicher abgelesen werden kdnnen, d. h. die Titrierung nach
oben oder unten ist nicht erreicht oder die Serum-Kontrolle zeigt ein unklares Ergebnis, so
reicht der restliche Uberstand aus der Serum-Vorbehandlung fiir eine Wiederholung aus.

In diesem Fall kann bei Beniitzung der Mikrotiterplatte von Reihe 1 bis 12 die Titrierung von
1:4 bis 1:2048 mit Serum-Kontrolle von 1:4 nach 1:8 gewahlt werden. In die ersten
Vertiefungen von Serum-Titration und Serum-Kontrolle wird dann kein Agglutest-Puffer und

nur 50 pl Uberstand der vorbehandelten Seren (Verdiinnung 1:4) gegeben, /[ Geloscht:

Interpretation der Ergebnisse

Bei Hinweis auf eine mégliche frische Rételn-Infektion durch die klinische Anamnese ist zu
beachten: Der HAH / HHT weist IgG und IgM Antikdrper nach, eine Unterscheidung ist nicht
maoglich, deshalb kann jeder Titer auch IgM-positiv sein.

Fur den Immunstatus bei negativen IgM-Titer gilt:

HAH-Titer Interpretation weiteres Vorgehen
>1:32 Immunitat anzunehmen. Keine MalRnahmen.
IgM negativ

Hier ist jedoch zu beriicksichtigen, dass auf
Grund der erlaubten Titerschwankung von

+ 1 Titerstufe bei einem gemessenen Titer
von 1:32 die Mdglichkeit besteht, dass
dieses Serum auch einen Titer von 1:16
haben kann. Wir empfehlen deshalb die
Nachuntersuchung von Seren mit einem

Titer von 1:32 in einer 2. Methode wie z. B. /[ Geloscht:

Hamolyse-Gel-Test oder ELIMMUN-Rubella
G.
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1:8-1:16 Schwacher Antikdrpertiter. Abklarung erforderlich mit anderen

IgM negativ Testverfahren, z. B. ELIMMUN-Rubella G,
Hamolyse-Gel-Test (HiG) oder
FLUORIMMUN-Rubella

Negativ Keine Antikdrper nachweisbar. | Impfung erforderlich.
IgM negativ

Leistungsmerkmale des Tests
Nachweis-Empfindlichkeit

Die Nachweisempfindlichkeit wurde mit einem Ro&teln-Referenzserum des Paul-Ehrlich-
Institutes geprift. Das Serum mit 265 iE/ml ergab einen Titer von 1:256.

Spezifitat und Sensitivitat

Im Vergleich zu einem kommerziell erhéltlichen ELISA ergab sich bei der Prifung von 582
Proben:

Spezifitat: 99,3 %
Sensitivitat: 94,5 %
Vorhersagewert: 99,6 %

Prazision

FUnf Seren wurden in 74 unabhangig voneinander gefiihrten Tests geprift.

Bei zwei negativen Seren wurden Titer von < 1:8 gefunden.

Unter der Annahme, dass die positiven Kontrollseren einen Titerbereich von + 1 Titerstufe
vom Sollwert einhalten, wurden bei 100 % der Ansatze diese Vorgaben erfullt.
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Kurzanweisung: Pipettierschema

P = Puffer, S = Serum-Verdiinnung 1 : 4, RA =Rételn-Antigen, HA = Test-Erythrozyten

Serum-Titration und Serum-Kontrolle (Seite 3, 2.1.)

RT-020.doc / 2009-01

A B C D E F G H
1:8 1:16 1.32 1:64 1:128 1:256 1:512 Serum-
Kontrolle
25 ul P
25ul P 25 ul P 25 ul P 25 ul P 25 ul P 25 ul P 25 ul P
25u'S 25u'S
\ 4
= A A
A A A A
25u P
25U RA | 25uIRA | 25 pIRA | 25 uIRA | 25 WlRA | 25 il RA | 25 pl RA
1. Inkubation (siehe Seite 4, 3.)
25ulHA | 25 pulHA | 25 plHA | 25 WlHA | 25 ulHA | 25 ulHA | 25 plHA | 25 pl HA
2. Inkubation (siehe Seite 4, 5.)
Roteln-Antigen- und Erythrozyten-Kontrolle (Seite 3, 2.2.)
A B C D E F G H
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 Erythro- | Erythro-
zyten zyten
Kontrolle | Kontrolle
—_— 25ul P 25u P 25u P 25ul P 25 ul P 25ul P 25u P
50 pl RA S -
) A A A N
25u P 25 ul P 25 ul P 25 ul P 25ul P 25ul P 25 ul P 25 ul P
1. Inkubation (siehe Seite 4, 3.)
25 HA | 25l HA | 25 plHA | 25 Wl HA | 25 Wl HA | 25 plHA | 25 pl HA | 25 pl HA
2. Inkubation (siehe Seite 4, 5.)
Seite: 7/7

LABOR DR. MERK & KOLLEGEN GMBH Tel.:07352/9119 30 Email: info@labormerk.de
Beim Braunland 1, D-88416 Ochsenhausen Fax: 0 7352/91 19 40

www.labormerk.com



mailto:info@labormerk.de�

	Diagnostische Bedeutung
	Testprinzip
	Gefahrenhinweise und Vorsichtsmaßnahmen
	Zusätzlich erforderliches Material
	Lagerung und Haltbarkeit der Reagenzien
	Vorbereitung der Reagenzien
	Testdurchführung
	1. Serum-Vorbehandlung
	2. Testansatz
	Fehlerbetrachtung

	Beurteilung der Test-Ergebnisse
	Leistungsmerkmale des Tests

