MICROVUE

Complement

CH50 Eq

Enzym-Immunassay (EIA) zum Bestimmen der
gesamthamolytischen Aktivitat des klassischen Komplementwegs in Humanserum

MicroVue™ CH50 Eq EIA Zusammenfassung

Vorbereitung von Reagenzien, Kontrollen und Proben

QO Konzentrierte Waschlésung verdiinnen 1:20 mit vollentsalztem Wasser
Q Stellen Sie jede Kontrolle wieder her mit 100 pl vollentsalztem Wasser

Testverfahren

(lund lieB sitzen fiir 15 Minuten. Turbulenz, setzen dann auf eis)

Ununterbrochen Mischen Aktivator durch das Wirbeln wéhrend des Gebrauches

Je 86 pl Aktivator in die Testrohrchen oder Mikroassay-Vertiefungen geben

<

Je 14 pl of Kontrollen und Proben in die Testrohrchen oder Mikroassay-
Vertiefungen geben und griindlich mischen

R

Abdecken Testrohrchen oder Mikroassay-Vertiefungen
und bei 37°C 60 £ 1 minuten inkubieren

O Die aktivierten Proben und Kontrollen nach der Aktivierung mit
Probenverdinnungsmittel im Verhéltnis 1:200 verdunnen
(maximal 14 Tage aufbewahrt werden bei <-20°C)

‘ Je ~ 300 pl Waschlésung in die testvertiefungen geben

<

‘ Bei 15 — 30°C 2 min inkubieren

<

‘ Die Flussigkeiten aus den Vertiefungen entfernen (Fleck trocken)

<

Je 100 pl Komplement-Probenverdiinnungsmittels (blindvertiefungen),
Standardldsungen, aktivierten Kontrollen und aktivierten Proben
in die Testvertiefungen geben

<

‘ Bei 15 — 30°C 60 * 1 minuten inkubieren

7 Waschezyklen mit Waschlésung
(Erste Wésche 1 minute inkubieren)

‘ Je 50 pl Konjugat

<

‘ Bei 15 — 30°C 60 * 1 minuten inkubieren

7 Waschezyklen mit Waschlésung

(Erste Wasche 1 minute inkubieren
‘ Je 100 pl Substratlésung

<

‘ Bei 15 — 30°C 15 £ 1 minuten inkubieren

<

‘ Je 100 pl Stoppldsung

Optische Dichte bei 450 nm ablesen
Analysieren Sie die Probe Resultate mit einem linearen Kurve Sitz
(y=mx+Db)

@VORGESEHENER VERWENDUNGSZWECK

Mit dem MicroVue CH50 Eq EIA kann die
gesamthamolytische Aktivitdt des klassischen
Komplementwegs in Humanserum gemessen werden.
Auch ein Mangel der Komplementfaktoren C1 bis C9 kann
mit ihm erkannt werden.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNGEN

Der klassische Komplementweg wird durch die Bindung
der Untereinheit C1q des C1-Faktors an Immunkomplexe
ausgeldst. Durch diese Aktivierung wird eine Vielfalt
enzymatischer und nicht enzymatischer Reaktionen
gestartet, die schlief3lich in die Bildung terminaler
Komplementkomplexe (TCC) miindet. Die Menge an TCC,
die unter Standardbedingungen in einem Serum gebildet
werden kann, ist eine quantitative Funktion der
hamolytischen Gesamtaktivitat des klassischen
Komplementwegs im Serum.

Traditionell wird die hamolytische Gesamtaktivitat des
klassischen Komplementwegs mit dem CH50-Test
bestimmt.! Bei dieser Methode handelt es sich um ein
lytisches Verfahren, bei dem der klassische
Komplementweg durch Antikdrper-sensitivierte
Erythrozyten (EA) von Schafen aktiviert wird. Die Menge,
die fiir eine Lyse von 50 % erforderlich ist, wird mittels
verschiedener Verdiinnungen des Testserums bestimmt.
Die prozentuale Hamolyseaktivitat wird
spektrophotometrisch bestimmt. Das Ergebnis des
CH50-Tests dient als ein direktes Maf fiir TCC, sind die
terminalen Komplementkomplexe doch selbst direkt
verantwortlich fiir die gemessene Hamolyseaktivitat.

Der MicroVue CH50 Eq EIA ermdglicht durch die
quantitative Bestimmung von TCC, das unter
Standardbedingungen gebildet wurde, die direkte
Messung der hamolytischen Gesamtaktivitat des
klassischen Komplementwegs. Fiir den Nachweis der
terminalen Komplementkomplexe wird dabei ein
monoklonaler Antikdrper gegen ein einzigartiges
Neoantigen eingesetzt. Da sowohl der CH50 Eq EIA als
auch der CH50-Test auf der Bildung von TCC beruhen und
miteinander korrelieren, werden die Testergebnisse des
CH50 Eq EIA in Aquivalenten von CH50-Einheiten pro
Milliliter angegeben.

FUNKTIONSPRINZIP

Die mit dem CH50 Eq EIA durchgefiihrte quantitative
Bestimmung der gesamthamolytischen Aktivitat des
klassischen Komplementwegs lasst sich in Humanserum
grundsatzlich in drei Verfahrensschritte unterteilen:

(1) Komplementaktivierung, (2) Verdiinnung der Proben
und (3) Bestimmung der terminalen
Komplementkomplexe (TCC).

Zum Aktivieren des klassischen Komplementwegs werden
unverdiinnte Humanserumproben und Kontrollen in
Mikroassay-Vertiefungen oder aktivatorhaltige
Testrohrchen gegeben. Wahrend der Inkubation wird der
klassische Komplementweg ausgeldst und die TCC-
Bildung gestartet.
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Im zweiten Schritt werden die aktivierten Seren in
Mikroassay-Vertiefungen oder Testrohrchen verdiinnt und
zusammen mit den Standardlosungen des Kits direkt auf
eine Mikroassay-Platte gegeben. Die in den aktivierten
Proben vorliegenden TCCs werden an die monoklonalen
Antikorper gebunden, mit denen die Mikroassay-
Vertiefungen beschichtet sind.

Im dritten Verfahrensschritt wird die Mikroassay-Platte
gewaschen und dann mit einem HRP-Konjugat gefiillt, das
mit dem bereits gebundenen TCC eine Bindung eingeht.
Nach dem Waschschritt wird ein chromogenes
Enzymsubstrat auf die TCC-Mikroplatte gegeben. Nach der
Inkubation wird dann zum Stoppen der Farbentwicklung
ein Reagenz hinzugegeben. Die Extinktion (Esso-Werte) der
Kontrollen, Kit-Standardlésungen und Proben wird
spektrophotometrisch gemessen. Die Farbintensitat der
Reaktionsmischung ist proportional zur TCC-
Konzentration und den CH50-Einheiten. Die
Testergebnisse der Kit-Standardlésungen werden auf
einer Eichgeraden in Aquivalenten von CH50-Einheiten
pro Milliliter (CH50 E Ag/ml) dargestellt.

REAGENZIEN UND MITGELIEFERTE
MATERIALIEN

Der CH50 Eq EIA enthélt folgende Komponenten:
Standardlosungen  Artikelnr. A3719-A3723 je1,1.5ml

Enthalten Humanserum mit festgelegten Aquivalenten von CH50-
Einheiten pro Milliliter (E Ag/ml), Proteinstabilisatoren

2 moOoNAw>

Normale Kontrolle Artikelnr. A3724 je3,100 pl
(lyophilisiert) Enthalten nach Wiederherstellung Humanserum

L Niedrige Kontrolle Artikelnr. A3725 je3,100 pl
(lyophilisiert) Enthalten nach Wiederherstellung Humanserum

@ Mikroassay-Platte Artikelnr. A3840 jel
Platte mit 96 Vertiefungen, einschlieBlich Feststelleinrichtung
und Halterung. Setzt sich aus 12 Teststreifen mit jeweils 8
Vertiefungen zusammen, die mit einem monoklonalen
Antikérper von Mausen beschichtet sind und sich in einem
wiederverschlieBbaren Kunststoffbeutel befinden

@ Stopplosung Artikelnr. A9947 12ml
Enthalt TN (4%) Salzsdure

© 20fach konzentrierte Waschlésung
Artikelnr. A9957 je2,50ml
Enthélt phosphatgepufferte Kochsalzlosung, 1,0 % Tween-20°
und 0,035% ProClin® 300

@ Komplement-Probenverdiinnungsmittel
Artikelnr. A3670 50 ml
Enthalt phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS), 0,05 %
Tween-20, 2,5 % Proteinstabilisatoren und 0,035 % ProClin 300

© TMB Substrat Artikelnr. 5059 12ml
Enthalt 3,3, 5,5 tetramethylbenzidine (TMB) und
Wasserstoffperoxid (H,0,)

@ Konjugat Artikelnr. A3726 7ml
Enthalt an Meerrettichperoxidase (HRP) konjugierte Antikorper
(Ziege) gegen TCC

@ Aktivator Artikelnr. A3718 10ml

Enthalt humanes Gammaglobulin und monoklonale Antikorper
von Mdusen in phosphatgepufferter Kochsalzlésung mit 0,035%
ProClin 300

Tween-20° ist ein Warenzeichen von ICl Americas Inc.
ProClin® ist ein eingetragenes Warenzeichen von Rohm and Haas Company.

BENOTIGTE MATERIALIEN (NICHT IM
LIEFERUMFANG)

e Stoppuhr (liber einen Bereich von 60 Minuten)

e Taschenrechner oder anderes Rechenverfahren zum
Validieren der Testergebnisse

e Saubere, unbenutzte Mikroassay-Platten und/oder
Testrohrchen und Stander

e Behilter fiir die Waschpufferverdiinnung

e Waschflasche oder anderes fiir Inmunassays
geeignetes Waschsystem

¢ Einstellbare Mehrkanalpipette (8 oder 12 Kanéle)
Mehrfachmikropipetten (optional)

e Saubere Pipetten, 1 ml, 5 ml und 10 ml

¢ Mikropipetten und Pipettenspitzen

e Plattenlesegerat fiir Extinktionsmessungen (Eso) Uber
den Bereich von 0,0 bis 3,0

e Vollentsalztes oder destilliertes Wasser

¢ Inkubator oder Heizung (37 °C) fiir Mikroassay-Platte

e Wasserbad (37 °C)

WARNHINWEISE UND
VORSICHTSMASSNAHMEN

1. Zur In-vitro-Diagnostik.

2. Proben als potenziell gefahrliches biologisches
Material behandeln. Beim Arbeiten mit diesem Kit und
den Proben allgemein giiltige VorsichtsmaBnahmen
befolgen.?

3. Geeignete Schutzkleidung, Handschuhe und Augen-/
Gesichtsschutz tragen beim Arbeiten mit diesem Kit.

4. Die mitgelieferten Reagenzien als eine zusammen-
gehoérende Einheit vor dem auf der Verpackung
angegebenen Verfallsdatum verwenden.

Die Reagenzien des Assays wie angegeben lagern.

6. Die beschichteten Teststreifen nicht verwenden, wenn
der Beutel beschadigt ist.

7. ProClin 300 wird als Konservierungsstoff verwendet.
Der unbeabsichtigte Kontakt mit Pufferldsungen oder
Reagenzien, die ProClin enthalten, bzw. deren
Einnahme kann zu Reizungen der Haut, der Augen
oder des Mundes fuihren. Die Anforderungen guter
Laborpraxis beachten, um die Exposition moglichst
gering zu halten. Beim Auftreten der ersten Symptome
einen Arzt aufsuchen.

8. Stoppldsung ist dtzend und kann zu Reizungen der
Haut. Nicht einnehmen. Beriihrung mit Haut, Augen
und Kleidung vermeiden. Bei Beriihrung mit Wasser
abwaschen. Bei Einnahme einen Arzt konsultieren.

A4276DE02 (2009/06)



9. Alle Spendereinheiten, die flir die Standardlésungen
und Kontrollseren dieses Produkts verwendet werden,
wurden mit einer vom FDA zugelassenen Methode auf
Antikorper gegen HIV (HIV1 und HIV2), Hepatitis-C-
Viren und HBsAg untersucht. Da keine Testmethode
mit 100 % iger Sicherheit garantieren kann, dass keine
infektiosen Substanzen vorliegen, sollten diese
Reagenzien wie alle potenziell infektisen Human-
serum- oder Blutproben gemal3 Biosafety Level 2
behandelt werden. Dementsprechende Empfeh-
lungen sind im Handbuch ,Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories,” 2007, Centers for
Disease Control/National Institutes of Health,
beschrieben.

10. Fir ein zligiges und effizientes Dosieren von
Flussigkeiten wird der Gebrauch von Mehrkanal- oder
Mehrfachpipetten empfohlen.

11. Zum Gewahrleisten genauer Messungen bei der
Zugabe der Proben und Standardlésungen genau
arbeiten. Beim Pipettieren vorsichtig vorgehen und
nur kalibrierte Gerate verwenden.

12. Fiir den Erhalt genauer Ergebnisse miissen die Proben
fachgerecht entnommen und aufbewahrt werden
(siehe ENTNAHME UND LAGERUNG DER PROBEN).

13. Eine mikrobielle Kontamination bzw.
Kreuzkontamination von Proben, Reagenzien oder
Materialien vermeiden. Eine Kontaminationen kann zu
falschen Ergebnissen flihren.

14. Jede Probe mit Duplikaten testen.

15. Die Mikroassay-Vertiefungen jeweils nur fir eine
Bestimmung verwenden.

16. Durch die Verwendung von Inkubationszeiten und -
temperaturen, die von den unter TESTVERFAHREN
gegebenen Werten abweichen, kénnen falsche
Ergebnisse erhalten werden.

17. Das TMB-Substrat muss wahrend der Lagerung und
Inkubation vor Licht geschiitzt werden. Kontakt mit
Augen, Haut und Kleidung vermeiden. Bei Kontakt
den betroffenen Bereich sofort mit Wasser spiilen.

18. Die Mikroassay-Vertiefungen nach dem Start des Tests
nicht austrocknen lassen.

19. Beim Hinzufligen oder Ansaugen von Flissigkeiten zu
bzw. von den Mikroassay-Vertiefungen nicht den
Boden der Vertiefungen ankratzen oder beriihren.

20. Hitzeinaktivierte, hyperlipdmische oder kontaminierte
Proben kénnen zu falschen Ergebnissen fiihren.

21. Um beim Waschen die Bildung von Aerosolen zu
vermeiden, eine Vorrichtung verwenden, mit der die
Waschflissigkeit in eine Flasche mit
haushaltstiblichem Bleichmittel gesaugt wird.

22. Zum Waschen der Platte eine Waschflasche oder ein
automatisiertes Dosiergerat verwenden (siehe
TESTVERFAHREN, Schritt 9). Flr optimale Ergebnisse
keine Mehrkanalpipette zum Waschen der Mikroassay-
Platte verwenden.

23. Behalter und ungenutzte Inhaltsstoffe gemal3 den
Anforderungen bundesweit, landesweit und 6rtlich
geltender Bestimmungen entsorgen.

LAGERUNG

Ungedffnetes Kit bei 2-8 °C aufbewahren. Nach dem
Offnen des Kits kdnnen die 20fach konzentrierte
Waschlosung bei 2-30 °C aufbewahrt werden.

Nach der Entnahme der Reagenzien und Materialien, die
fur den Test verwendet werden sollen, nicht bendtigte
Reagenzien sofort wieder auf die erforderliche
Lagertemperatur bringen. Die Reagenzien und Materialien
vor dem Test auf Raumtemperatur (15-30 °C) bringen.

ANZEICHEN FUR INSTABILITATEN ODER
ZERSETZUNGSVORGANGE DER REAGENZIEN

Eine Trilbung oder Verfarbung der verdiinnten
Waschlosung weist auf eine Zersetzung dieses Reagenzes
hin. Die Losung sollte in diesem Fall entsorgt werden.

Der Aktivator enthalt u. U. Schwebstoffteilchen. Dies ist
normal und beeintrachtigt die Leistungsfahigkeit des
Tests nicht.

ENTNAHME UND LAGERUNG DER PROBEN

Flir diesen Test miissen Serumproben verwendet werden.
Plasma ist nicht zuldssig.

Beim Arbeiten und Entsorgen der Proben die
allgemein liblichen VorsichtsmaBBnahmen beachten.

Entnahme, Bearbeitung, Aufbewahrung und Transport der
Proben miissen fachgerecht durchgefiihrt werden, da die
Komplementfaktoren bei einer unsachgemaflen
Handhabung der Proben aktiviert werden konnen.
Ungenaue Testergebnisse sind eine mogliche Folge.

Die Serumproben sollten unter keimfreien Bedingungen
entnommen und gemal Standardverfahren fiir die
klinische Laborpraxis getestet werden. Proben kénnen bis
zu 2 Stunden bei Raumtemperatur, bis zu 4 Stunden auf
Eis, bis zu 3 Tage bei 4°C und lber ldngere Zeitrdume bei -
70 °C oder tieferen Temperaturen eingefroren werden. Die
Proben diirfen nicht mehr als sechsmal eingefroren/
aufgetaut werden. Eingefrorene Proben sollten
unmittelbar nach dem Auftauen getestet oder bis zum
Testen auf Eis (nicht langer als vier Stunden) gelagert
werden.

Fir den Transport sollten die Proben auf viel Eis gelegt
werden. Proben, die das Labor im aufgetauten Zustand
erreichen, sind u. U. beschadigt. Im Labor neu
eingetroffene Proben kdnnen bei -70 °C oder tieferen
Temperaturen gelagert werden.

VORBEREITUNG VON REAGENZIEN

Nach der Entnahme der erforderlichen Reagenzien und
Materialien die nicht mehr bendétigten Komponenten
wieder auf die erforderliche Lagertemperatur bringen
(siehe Lagerung). Alle Reagenzien und Materialien vor
dem Test auf Raumtemperatur (15-30 °C) bringen.
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1.

Waschl6sung

Die 20fach konzentrierte Waschlésung durch
mehrfaches Umdrehen der Flasche mischen. Wird die
20fach konzentrierte Waschlésung bei 2-8 °C gelagert,
haben sich u. U. Kristalle gebildet. Zum Auflésen der
Kristalle die Flasche in ein 37-50 °C warmes Wasserbad
stellen, bis sich alle Kristalle aufgeldst haben und den
Inhalt der Flasche dann griindlich mischen. Die
Waschldsung vorbereiten, indem der gesamte Inhalt
einer 20fach konzentrierten Waschlosungsflasche mit
vollentsalztem oder destilliertem Wasser auf 1 Liter
verdiinnt wird. Griindlich mischen. Die Waschlésung
ist bei Aufbewahrung in einem sauberen Behalter bei
2-8 °Cfiir 30 Tage haltbar. Das Reagenz beim
Auftreten von Verfarbungen oder Triibungen
entsorgen.

Entnehmen der Mikroassay-Teststreifen

Die fiir den Test erforderliche Anzahl der Teststreifen
bestimmen. Blindvertiefungen, Kontrollen und
Standardlésungen sollten in Doppelbestimmungen
getestet werden. Die Teststreifen-Feststelleinrichtung
von der Platte entfernen. Die nicht bendtigten
Teststreifen entnehmen und in den Beutel legen.

Den Beutel wieder verschlieBen und bei 2-8 °C
aufbewahren. Die fiir den Test zu verwendenden
Teststreifen befestigen.

Probenverdiinnung

Vorsicht: Alle Proben als potenziell infektioses
Material behandeln. Hitzeinaktivierte, kontaminierte
oder falsch gelagerte Proben diirfen nicht verwendet
werden. Fiir diesen Test werden Serumproben
bendtigt.

Serumproben sollten aufgetaut werden, indem sie bei
37 °Ckurz in ein Wasserbad gelegt werden. Die Proben
unmittelbar nach dem Auftauen bis zur Aktivierung
auf Eis legen (siehe TESTVERFAHREN). Die Proben vor
der Aktivierung nicht verdiinnen.

Vorbereiten der normalen und niedrigen
Kontrollen

Zu einem Flaschchen der lyophilisierten normalen und
niedrigen Kontrolle 100 ul vollentsalztes oder
destilliertes Wasser geben. Kurz mischen und dann bei
Raumtemperatur fiinfzehn (15) Minuten ruhen lassen.
Erneut im Vortex-Mixer mischen und bis zur
Aktivierung auf Eis legen.

TESTVERFAHREN

Vor der Durchfiihrung des Tests die gesamte
Packungsbeilage lesen.

Vor dem Fortfahren die unter VORBEREITUNG VON
REAGENZIEN und WARNHINWEISE UND

VORSICHTSMASSNAHMEN gegebenen Informationen einsehen.
1.

Aktivieren von Proben und Kontrollen. Den
Aktivator, der einfach zu suspendierende Teilchen
enthaélt, durch Schwenken der Flasche mischen. Die
Flasche in diesem Schritt wiederholt schwenken, um
zu gewahrleisten, dass die Teilchen gut suspendiert
sind. Je 86 pl Aktivator in die erforderliche Anzahl an
Testrohrchen oder Mikroassay-Vertiefungen geben.*
Je 14 yl unverdiinnte Serumprobe, normale Kontrolle
oder niedrige Kontrolle in die Testréhrchen oder
Mikroassay-Vertiefungen mit dem Aktivator geben.

Griindlich mischen. Abdecken, um die Verdampfung/
Verdunstung auf ein Minimum zu reduzieren. Bei 37 °C
fur sechzig (60) Minuten inkubieren. (TIPP: Sollen die
Proben in Chargen getestet werden, konnen die
unverdiinnten, aktivierten Proben nach der
Aktivierung bei -20 °C oder tieferen Temperaturen bis
zum ndchsten Verfahrensschritt maximal 14 Tage
aufbewahrt werden.)

* Die fiir die Aktivierung erforderliche Anzahl an
Testrohrchen oder Mikroassay-Vertiefungen entspricht
der Anzahl der Proben zuzliglich zwei (2) zusatzlicher
Rohrchen/Vertiefungen fiir die beiden Kontrollen.

. Verdiinnen der aktivierten Proben und Kontrollen.

Die aktivierten Proben und Kontrollen nach der
Aktivierung mit Probenverdiinnungsmittel im
Verhaltnis 1:200 verdiinnen. Dazu unbenutzte, saubere
Mikroassay-Vertiefungen oder Testrohrchen
verwenden.

Die Mikroassay-Teststreifen wie folgt vorbereiten:

a. Die Mikroassay-Vertiefungen rehydrieren, indem
mit einer Waschflasche oder einem automatisierten
Dosiergerat in jede Vertiefung 250-300 pl
Waschlosung gegeben wird.

b. Bei Raumtemperatur (15-30 °C) fiir 2 Minuten
inkubieren.

c. Die Flussigkeiten aus den Vertiefungen entfernen.

d. Die Platte umdrehen und wiederholt vorsichtig auf
absorbierendem Papier ausklopfen, um
Restflussigkeiten zu entfernen.

100 ul des Probenverdiinnungsmittels in diejenige(n)
Duplikatvertiefung(en) geben, die zur Bestimmung des
Nullwertes des Plattenlesegerdts verwendet werden
sollen (die sog. Blindvertiefungen).

. Je 100 pl der gebrauchsfertigen Standardlésungen (A-

E) in die Duplikatvertiefungen geben. Die
Standardlésungen sind bereits verdiinnt und kénnen
ohne weitere Vorbereitungen eingesetzt werden.

. Je 100 ul der verdiinnten, aktivierten normalen und

niedrigen Kontrollen in die Duplikatvertiefungen
geben.

. Je 100 ul der verdiinnten Probe (als Duplikate) in die

entsprechenden Mikroassay-Vertiefungen geben.

Bei Raumtemperatur (15-30 °C) fiir 60 = 1 Minuten

inkubieren.

Die Mikroassay-Vertiefungen wie folgt waschen:

Hinweis: Fir diesen Schritt sollte keine Mehrkanalpipette

eingesetzt werden.

a. Nach der Inkubation von Schritt 8 (und Schritt 12 —
siehe unten) die Flussigkeiten aus den Vertiefungen
entfernen.

b. Die Vertiefungen mit einer Waschflasche, einem
automatisierten Plattenwaschgerat oder einer
anderen Wascheinrichtung mit jeweils 250-300 pl
Waschlosung fiillen.

c. Die Vertiefungen bei Raumtemperatur (15-30 °C)
fir 1 Minute inkubieren.

d. Die Flussigkeiten aus den Vertiefungen entfernen.

e. Alle Vertiefungen mit jeweils 250-300 pl
Waschlosung fiillen.

Die Fliissigkeiten aus den Vertiefungen entfernen.
g. Die Schritte e-f finfmal wiederholen.
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h. Die Platte nach dem siebent Waschschritt
umdrehen und wiederholt vorsichtig auf
absorbierendem Papier ausklopfen, um
Restfllssigkeiten zu entfernen.

10. Mit einer Mehrkanal- oder Mehrfachpipette jeweils
50 ul des Konjugats in die gewaschenen
Testvertiefungen und die Blindvertiefungen geben.

11. Die Mikroassay-Teststreifen bei Raumtemperatur
(15-30 °C) fur 60 = 1 Minuten inkubieren..

12. Die Mikroassay-Vertiefungen nach der 60 Minuten
dauernden Inkubation wie in Schritt 9 beschrieben
waschen.

13. Unmittelbar nach dem Waschschritt je 100 pl der TMB
Substrat in die Vertiefungen und Blindvertiefung(en)
geben.

14. Die Mikroassay-Teststreifen bei Raumtemperatur
(15-30 °C) fur 15 = 1 Minuten inkubieren.

15. Zum Stoppen der enzymatischen Reaktion je 100 pl
Stoppl6dsung in die Vertiefungen geben. Die Zugabe
der Stoppldsung in die Vertiefungen sollte in der
gleichen Reihenfolge und mit der gleichen
Geschwindigkeit erfolgen wie bei der Zugabe der
Substratldsung. Die Platte vorsichtig antippen, damit
sich die Farbentwicklung gleichmaBig verteilt.

16. Innerhalb von einer Stunde nach der Zugabe der
Stoppldsung die Extinktion der Testvertiefungen bei
450 nm bestimmen(E4so-Wert) und eine
Blindwertkorrektur vornehmen. Die Verwendung eines
ReferenZfilters ist nicht erforderlich.

17. Die verbleibenden verdiinnten Proben, Kontrollen,
Aktivator und benutzten Mikroassay-Teststreifen
entsorgen (siehe Schritt 23 unter WARNHINWEISE UND
VORSICHTSMASSNAHMEN). Den Halter und die
Feststelleinrichtung fiir Teststreifen fiir zukinftige
Bestimmungen aufbewahren.

QUALITATSKONTROLLE

Gemal3 guter Laborpraxis sollten Kontrollen verwendet
werden, um die Richtigkeit der Testergebnisse zu
gewadhrleisten. Zu diesem Zweck enthalt das CH50 Eq EIA
Kit normale und niedrige Kontrollen. Diese Kontrollen
sollten mindestens einmal pro Probensatz, d.h. einmal pro
Aktivierungsserie, getestet werden. Die Befolgung der
Anleitungen vorausgesetzt, sollten die Kontrollen CH50 E
Ag/ml-Werte ergeben, die innerhalb der auf den
Flaschenetiketten angegebenen Bereiche liegen. Da diese
Kontrollen genau auf die gleiche Weise aktiviert, verdiinnt
und getestet werden wie die Proben, dienen sie zum
einen als Kontrolle und zum anderen als Referenzstands
fur die Aktivierung und die CH50 Eq EIA Testserie. Darliber
hinaus kdnnen externe, vom Anwender angesetzte
Kontrollen eingesetzt werden, um die Richtigkeit der
Testergebnisse zu gewahrleisten.

Zudem wird auf der Packungsbeilage angegeben, dass die
Eichgerade, die mit den Standardldsungen A-E des
Testkits erstellt wurde, strengen Validierungsanfor-
derungen gerecht werden muss (siehe AUSWERTUNG DER
ERGEBNISSE). Die Standardlésungen sollten fiir jede
Testserie als Duplikate gestestet werden. Erflillt der Test
diese Anforderungen nicht, den Test wiederholen oder
den technischen Service von Quidel verstandigen.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Eichgerade: Die Eichgerade des CH50_Eq_EIA wird mit
den Blindwert-korrigierten Esso-Werten der verschiedenen
Standardlésungen (auf der y-Achse) und den
entsprechenden Standardkonzentrationen (auf der
x-Achse) erstellt. Die Eichgerade muss den
Validierungsanforderungen gerecht werden. Diese
Berechnung wird von den meisten Rechnern und
Taschenrechnern unterstitzt. Ein Beispiel einer typischen
Eichgerade ist in Abb. 1 dargestellt.

Berechnen der CH50 E Aq/ml-Werte in den Proben der
Patienten: Die Testergebnisse der Proben werden mit
Hilfe einer linearen Regression von der Eichgerade
berechnet. Fiir Proben, die vor dem Testen aktiviert und
im Verhaltnis 1:200 verdiinnt wurden, kann der CH50 E
Ag/ml-Wert direkt von der Eichgerade abgelesen werden.
Auch die Werte (E Ag/ml) der normalen und niedrigen
Kontrollen kénnen direkt von der Eichgerade abgelesen
werden, da auch sie im Verhaltnis 1:200 verdiinnt wurden.

Um fur Proben mit E4so-Werten, die Gber dem Esso-Wert
von CH50 Eq EIA Standardlésung E (oder unter dem
Esso-Wert von Standardlosung A) liegen, genaue
CH50-Bestimmungen zu erhalten, missen die Proben

u. U. mit einem anderen Verdiinnungsverhéltnis erneut
getestet werden, so dass ihre neuen Esso-Werte innerhalb
dieser Grenzwerte liegen. Bei allen Testwiederholungen
missen auch Standardlésungen und Kontrollen gemessen
werden.

Wird eine Probe in einem anderen Verdiinnungsverhaltnis
als 1:200 gemessen, miissen die CH50-Werte der Probe fir
diese Abweichung entsprechend korrigiert werden. Wird
eine Probe z. B. nicht 200fach, sondern 100fach verdiinnt
und betrdgt die anhand der linearen Regression
berechnete Konzentration 100 CH50 E Ag/ml, so lautet die
tatsachliche Konzentration der Probe 50 CH50 E Ag/ml
(d.h. 100 CH50 E Ag/ml geteilt durch 2).

Beispiel einer Eichgeraden

Abb. 1

Beispiel einer aus 5 Punkten bestehenden CH50 Eq
EIA Eichgerade

247 (Nicht fir Berechnungen verwenden)

2,29
2,0
1,8
1,6
1,4
1,2
1,0 1
0,87
0,6 1
041
027
0,0
-0,2

y =0,0063x-0,0201; r=0,9998

Extinktion bei 450 nm

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0 350,0
CH50 E Ag/mL
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Validierung

Fir die normalen und niedrigen Kontrollen den Wert
CH50 E Ag/ml berechnen. Dartiber hinaus fiir die
Regressionsgerade, die mit den Werten der Standard-
I6sungen A-E erstellt wurde, den Korrelations-
koeffizienten (r) und den Schnittpunkt mit der y-Achse (b)
bestimmen. Fiir die erfolgreiche Validierung des Tests
missen die Werte von r, b und der Kontrollen innerhalb
der im Folgenden aufgefiihrten Bereiche liegen:

Korrelationskoeffizient (r): > 0,96
y-Schnittpunkt (b): (-)0,090 bis (+)0,068
Hang (m): 0,0033 bis 0,0089
Normale und niedrige siehe Bereiche auf dem Etikett
Kontrolle: des entsprechenden Flaschchens

GRENZEN DER METHODE

Der MicroVue CH50 Eq EIA wurde zum Testen von
Serumproben verwendet. Die Eignung des Tests flir mit
verschiedenen Antikoagulanzien versetzten
Plasmaproben wurde nicht untersucht.

ERWARTETE WERTE

Es wurden 234 normale und anomale Serumproben mit
dem MicroVue CH50 Eq EIA getestet. Der fiir die Gruppe
der normalen Proben erhaltene Mittelwert betrug

133 + 54 CH50 E Ag/ml. Der Grenzwert von

70 CH50 E Ag/ml, der fiir diese normalen und anomalen
Serumproben mittels ROC (Receiver Operator
Characteristics)-Analyse? erhalten wurde, soll als Richtlinie
gelten. Jedes Labor sollte eigene Grenzwerte fiir den
normalen Bereich festlegen.

Mit dem MicroVue CH50 Eq EIA wurden 221 Proben von
Patienten getestet, die von einem gro8en, in den USA
ansassigen Referenzlabor stammten. Im Vergleich zu drei
hamolytischen Tests und einem Enzym-Immunassay
wurde auf Grundlage des Grenzwertes von

70 CH50 E Ag/ml und der ROC-Analyse eine
Gesamtgenauigkeit von tber 97 % erhalten.

Auf konventionellen Messungen der klinischen
Leistungsfahigkeit beruhend, wurde mit dem
MicroVue CH50 Eq EIA eine klinische Genauigkeit von
liber 97 % erhalten. Die Sensitivitat betrug dabei 93,2
% und die Spezifitit 99,4 %. Nach dem Verfahren von
Bablok-Passing® wurde zwischen den CH50 E Ag-Werten
des MicroVue CH50 Eq EIA und den CH50-Werten des
konventionellen hamolytischen Tests des klinischen
Labors eine gute Korrelation gefunden (p < 0,001).

LEISTUNGSDATEN
Prazision
Die Prazision ,in der Serie” und ,von Serie zu Serie” wurde

flir 16 Replikate von 4 Serumproben in 10 verschiedenen
Testserien ermittelt.

Probe CH50 Inder Serie’ Von Serie zu Serie?
(EAg/ml) CV. (%) CV. (%)
150,4 3,2 6,0
59,96 4,5 54
Serum
98,84 3,6 87
48,86 3,9 6,2

'n=16replicate  *n =10 testserien
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UNTERSTUTZUNG

Informationen zum Serviceangebot auf3erhalb der USA
erhalten Sie von lhrer Vertretung vor Ort. Zusatzliche
Informationen zu Quidel, unseren Produkten und
Vertretungen finden Sie auf unserer Website
www.quidel.com.
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