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1.

Verwendungszweck

Der Tetanus ELISA dient dem quantitativen Nachweis von IgG Antikérpern gegen das Tetanus-Toxoid zur Uberwachung des
Impferfolges und der Ermittlung des Impfstatus.

Diagnostische Bedeutung

Tetanus wird durch Clostridium (C.) tetani verursacht, ein obligat anaerobes, sporenbildendes Bakterium. Seine Sporen
kommen ubiquitar im Erdboden vor und sind extrem widerstandsfahig gegenuiber Hitze und Desinfektionsmittel. Die vegetative
Form von C. tetani bildet das Tetanolysin und Tetanospasmin, zwei Exotoxine, von denen das Tetanospasmin die typischen
klinischen Symptome, wie erhdhter Muskeltonus und Spasmen, verursacht. Zu unterscheidende klinische Formen des Tetanus
sind die generalisierte, die lokale und die neonatale Erkrankung (1).

Der Erreger kann uber verschmutzte Wunden in den menschlichen Organismus eindringen und stellt somit ein Infektionsrisiko
dar. Der Nachweis von spezifischen Antikdrpern ist fur die Diagnose der Infektion ohne Bedeutung. Wichtiger und dafiir
geeignet ist die serologische Bestimmung der IgG Antikdrper um Hinweise zur Tetanusimmunitét zu erhalten (1). Ein aktueller
Impfschutz ist fur jeden, insbesondere auch fur &ltere Menschen (da diese oftmals nicht ausreichend immunisiert sind) eine
dringende Notwendigkeit (4,5). Insgesamt liegen die Tetanus-Impfraten tber denen anderer Impfungen, wie z.B. Diphtherie
(5,8). Die periodische Auffrischung der erfolgten Grundimmunisierung sollte jeweils im Abstand von 10 Jahren erfolgen. Sehr
haufig unterbleibt jedoch die Auffrischung, so dass der Impfschutz oftmals nicht ausreichend ist (1).

Mittels des vorliegenden Elisas lasst sich die 1gG-Antikdrperkonzentration bestimmen und somit Ruckschlisse auf den
Impfstatus ziehen. Desweiteren kann er zur Priifung der Impfnotwendigkeit sowie zur Impfkontrolle nach einer erfolgten
Impfung herangezogen werden.

Testprinzip

Der im Humanserum gesuchte Antikorper bildet mit dem auf der Mikrotiterplatte fixierten Antigen einen Immunkomplex. Nicht
gebundene Immunglobuline werden durch Waschprozesse entfernt. Mit diesem Komplex verbindet sich das Enzym-Konjugat.
Nicht gebundene Immunglobuline werden wiederum durch Waschprozesse entfernt. Nach Zugabe der Substratldsung (TMB)
entsteht durch Enzymaktivitat (Peroxidase) ein blauer Farbstoff, der nach Zugabe der Stopplésung nach Gelb umschlagt.

Packungsinhalt (IgG Testkit)

1 Mikrotiterplatte bestehend aus 96 mit Antigen beschichteten, abbrechbaren Einzelkavitéten, lyophilisiert

PBS-Verdinnungspuffer (blau, gebrauchsfertig) 2x50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmittel und Tween 20

PBS-Waschlésung (20x konzentriert) 50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmittel und Tween 20

IlgG-Ak-Standardseren fiir die Standardkurve, 6 Flaschchen a 2ml, gebrauchsfertig, Humanserum mit Konservierungs-

mittel; 0,0011U/ml, 0,0021U/ml, 0,005/U/ml, 0,011U/ml, 0,021U/ml, 0,05IU/ml (IU = international units, internationale Einhei-

ten).

IgG hoch positive Kontrolle, 2ml, Humanserum mit Konservierungsmittel, gebrauchsfertig

6. 1gG schwach positive Kontrolle, 2ml, Humanserum mit Konservierungsmittel, gebrauchsfertig

7. 1gG-Konjugat (anti-human), 11ml, (Schaf oder Ziege)-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit Proteinstabilisatoren und
Konservierungsmittel in Tris-Puffer, gebrauchsfertig

8. Tetramethylbenzidin-Substratlosung (3,3’,5,5’-TMB), 11ml, gebrauchsfertig

9. Citrat-Stopplésung, 6ml, enthalt ein Sauregemisch

PN e

o

5. Lagerung und Haltbarkeit des Testkits und der gebrauchsfertigen Reagenzien
Testkit bei 2-8°C aufbewahren. Die Haltbarkeit der einzelnen Komponenten ist auf dem jeweiligen Etikett vermerkt; Kit-Halt-
barkeit siehe Qualitatskontrollzertifikat.
1. Nach Entnahme der benétigten Einzelkavitaten die restlichen Einzelkavitaten/Streifen in verschlossenem Beutel mit Tro-
ckenmittel bei 2-8°C lagern. Reagenzien sofort nach Gebrauch wieder bei 2-8°C lagern.
2. Das gebrauchsfertige Konjugat und die TMB Substratlésung sind lichtempfindlich und missen im Dunkeln aufbewahrt
werden. Kommt es durch Lichteinfall zu einer Farbentwicklung der Substratlésung, so ist diese zu verwerfen.
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3. Nur die fur den Testansatz benétigte Menge vom gebrauchsfertigen Konjugat bzw. TMB entnehmen. Zuviel entnomme-
nes Konjugat bzw. TMB darf nicht zuriickgefiihrt werden sondern ist zu verwerfen.

Material Zustand Lagerung Haltbarkeit
Untersuchungsproben Verdant *+2 b?s +8°C max. 6h
Unverdinnt +2 bis +8°C 1Woche
Kontrollen nach 6ffnen +2 bis +8°C 3Monate

. +2 bis +8° (Lagerung im mitgelieferten

MTP nach offnen Beutel r$1it 'glj'rockgnmittelk?eutel) SMonate
nach 6ffnen +2 bis +8°C 3Monate
RF Sorbo Tech Verdinnt +2 bis +8°C 1Woche
Konjugat nach 6ffnen +2 bis +8°C (Lichtgeschitzt) 3Monate
TMB nach 6ffnen +2 bis +8°C (Lichtgeschutzt) 3Monate
Stopplésung nach 6ffnen +2 bis +8°C 3Monate
Waschlésung nach 6ffnen ‘ +2 pis +8°C 3Monate
Endverdinnt (Gebrauchsfertig) +2 bis +25°C 4Wochen

6. VorsichtsmaRnahmen und Warnhinweise

1. Als Standard- und Kontrollseren werden nur Seren verwendet, die getestet und als HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK und He-
patitis-B-surface-Antigen negativ befundet wurden. Trotzdem sollten alle Proben, verdiinnte Proben, Standadseren, Kon-
trollen, Konjugate und die Mikrotiterstreifen als potentiell infektioses Material betrachtet und entsprechend sorgféltig ge-
handhabt werden. Es gelten die jeweiligen Richtlinien fur Laborarbeiten.

2. Die Komponenten, die Konservierungsmittel enthalten, Citrat-Stopp-Losung und TMB wirken reizend auf die Haut, Augen
und Schleimhé&ute. Bei Beruhrungen die betroffenen Korperstellen sofort unter flieRendem Wasser abwaschen und even-
tuell den Arzt aufsuchen.

3. Die Entsorgung der verwendeten Materialien erfolgt nach landerspezifischen Richtlinien.

7. Zusatzlich bendtigtes Material (wird nicht mitgeliefert)

Aqua dest./demin.

Mehrkanalpipette 50pl, 100pl

Mikropipetten: 10pl, 1200ul, 1000ul

Reagenzglaser

Zellstofftlicher

Abdeckung fur ELISA-Platten

Abfallbehélter fur infektioses Material

ELISA Handwascher bzw. automatischer Wascher fiir Mikrotiterplatten

Spektralphotometer fiir Mikrotiterplatten mit 450/620nm Filter (Referenzwellenlange 620-690nm)
Brutschrank

© ® N A ®WDNE
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8. Testdurchfihrung

Die exakte Einhaltung der VIROTECH Diagnostics Arbeitsvorschrift ist die Voraussetzung fur das Erzielen korrekter Ergeb-
nisse.

8.1 Untersuchungsmaterial
Als Untersuchungsmaterial kann Serum und Plasma (hierbei ist die Art der Antikoagulanzien nicht von Relevanz) eingesetzt
werden, auch wenn in dieser Gebrauchsanweisung nur Serum erwéhnt ist.
Die Patientenproben kdnnen 1 Woche bei 2-8°C aufbewahrt werden.
Patienten-Verdunnungen immer frisch ansetzen. Haltbarkeit maximal 6h bei 2-8°C.
Fur eine langere Aufbewahrung mussen die Seren eingefroren werden. Mehrmaliges Auftauen sollte vermieden werden.
1. Nur frische, nicht inaktivierte Seren benutzen.
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2.

8.2

Hyperlipdmische, hdmolytische, mikrobiell kontaminierte Proben und triibe Seren nicht verwenden (falsch positive/nega-
tive Ergebnisse).

Vorbereitung der Reagenzien

Die VIROTECH Diagnostics System Diagnostik bietet ein hohes Mal3 an Flexibilitéat durch die Mdglichkeit, Verdinnungs- und
Waschpuffer, TMB, Citrat-Stoppl6sung sowie Konjugat parameter- und chargenibergreifend einzusetzen. Die Standardseren
sowie hoch und schwach positive Kontrolle sind ausschlie3lich fir den verwendeten Testkit bestimmt. Daher nicht in
anderen Chargen einsetzen.

AP E

8.3

© ® N oA

10.

8.4

Brutschrank auf 37°C einstellen und sich vor Inkubationsbeginn vom Erreichen der Temperatur Giberzeugen.

Alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen; erst dann die Verpackung mit den Teststreifen 6ffnen.

Alle Flussigkomponenten vor Gebrauch gut schitteln.

Waschlésungs-Konzentrat auf 1Liter mit Aqua dest./demin. auffillen (bei eventueller Kristallbildung des Konzentrates
dieses bitte vor dem Verdiinnen auf Raumtemperatur bringen und vor Gebrauch gut schitteln).

VIROTECH ELISA Testdurchfiihrung
Pro Testansatz 100pul des gebrauchsfertigen Verdiinnungspuffers (Leerwert), der gebrauchsfertigen Standard- und Kon-
trollseren sowie der verdiinnten Patientenseren pipettieren. Wir empfehlen jeweils einen Doppelansatz (Leerwert, Stan-
dardseren, Kontrollen und Patientenseren). Wird, fur die Auswertung des Tests mittels der 4-Parameter Methode, als
Kalibrierungskontrolle der Standard 0,01 IU/ml verwendet, ist hiervon ein Doppelansatz zwingend erforderlich. Arbeitsver-
diinnung der Patientenseren: 1+100; z.B. 10ul Serum + 1ml Verdiinnungspuffer.
Nach Pipettierung erfolgt die Inkubation fiir 30 Min. bei 37 °C (mit Abdeckung).
Beenden der Inkubationsperiode durch 4 maliges Waschen mit je 350-400ul Waschlésung pro Kavitéat. Waschldsung
nicht in den Kavitaten stehen lassen, sondern letzte Flussigkeitsreste durch Ausklopfen auf einer Zellstoffunterlage ent-
fernen.
100ul des gebrauchsfertigen Konjugats in alle Kavitaten pipettieren.
Inkubation des Konjugats: 30 Min. bei 37°C (mit Abdeckung).
Beenden der Konjugatinkubation durch 4 maliges Waschen (siehe Pkt. 3).
100pl der gebrauchsfertigen TMB-Substratlésung in jede Kavitat pipettieren.
Inkubation der Substratlésung: 30 Min. bei 37°C (mit Abdeckung, dunkel stellen).
Abstoppen der Substratreaktion: in alle Kavitaten je 50pl Citrat-Stopplosung pipettieren. Die Platte vorsichtig und sorgfél-
tig schiitteln bis sich die Flussigkeiten vollstandig durchmischt haben und eine einheitliche gelbe Farbe sichtbar wird.
Extinktionen bei 450/620nm (Referenzwellenlange 620-690nm) messen. Photometer so einstellen, dass der gemessene
Leerwert von allen anderen Extinktionen abgezogen wird. Die photometrische Messung sollte innerhalb einer Stunde
nach Zugabe der Stopplésung durchgefiihrt werden.

Testablaufschema siehe letzte Seite]

Einsatz von ELISA-Prozessoren

Alle VIROTECH Diagnostics ELISAs kdnnen mit Hilfe von ELISA-Prozessoren abgearbeitet werden. Der Anwender ist ver-
pflichtet eine regelmaRige Gerétevalidierung durchzufuhren.
VIROTECH Diagnostics empfiehlt die folgende Vorgehensweise:

1.

3.

Bei Geratestellung bzw. grof3eren Reparaturen lhres ELISA Prozessors empfiehlt VIROTECH Diagnostics, die Validie-
rung des Gerates gemaf den Vorgaben des Geréateherstellers vorzunehmen.

Es wird empfohlen, anschlieRend den ELISA Prozessor mit dem Validierungskit (EC250.00) zu Uberprufen. Diese regel-
maRige Uberpriifung mit dem Validierungskit sollte mindestens einmal pro Quartal durchgefiihrt werden.

Bei jedem Testlauf mussen die Freigabekriterien des Qualitatskontrollzertifikates zum Produkt erfullt werden.

Diese Vorgehensweise gewdhrleistet die einwandfreie Funktion lhres ELISA Prozessors und dient dartiber hinaus der Quali-
tatssicherung des Labors.
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9.

Testauswertung

9.1

9.2

Testfunktionskontrolle

a) OD-Werte
Der OD-Wert des Leerwertes sollte <0,15 sein
Die OD Werte des niedrigsten Standards (0,001 1U/ml) sollten oberhalb des im Qualitatskontroll-Zertifikat angegebenen
OD-Wertes liegen und die OD Werte des héchsten Standards (0,050 IU/ml) sollten unterhalb des im Qualitatskontroll-
Zertifikat angegebenen OD-Wertes liegen.

b) Die ermittelte Konzentration der schwach- und hoch positiven Kontrolle sollte innerhalb des im Qualitatskontrollzertifikat
angegebenen Referenzbereiches (IU/ml) liegen.

c)  Werden die Anforderungen (OD / IU/ml) nicht erfullt, so ist der Test zu wiederholen.

Auswertung
Mit Hilfe der mitgefiihrten Standards wird eine Standardkurve zur Berechnung des Tetanus-Antitoxoid-lgG-Antikbrpergehaltes
im Serum erstellt. Hierzu tragt man die Mittelwerte der Extinktionen der doppelt mitgefiihrten Standardseren auf die Ordinate
(y-Achse) und die Konzentrationen (IU/ml der gebrauchsfertigen Standards) auf die Abszisse (x-Achse) ein. Es ist zu beachten,
dass die Patientenseren fur die Testdurchfiihrung 1:100 verdinnt wurden. Daher muss das abgelesene Ergebnis aus dem
Diagram mit 100 multipliziert werden. Bei der Erstellung der Standardkurve kann sowohl eine Punkt-zu-Punkt-Kurvenberech-
nung, als auch eine 4-Parameterkurvenberechnung gewahlt werden.

Bitte beachten:

Proben, deren ermittelte IlU/ml-Konzentrationen unter 0,11U/ml liegen, kénnen in einem erneuten Testansatz mit einer 1:10
Verdinnung eingesetzt werden. Die abweichende Verdiinnung muss bei der Auswertung beriicksichtigt werden.

Proben, deren Extinktionswerte gro3er sind als der des 0,051U/ml-Standards, missen in einer hdheren Verdinnung im Test
eingesetzt werden, z.B. 1:200, 1:400 usw. Bei OD-Werten Uber 2,00 nimmt die Messgenauigkeit mit steigender optischer
Dichte ab. Es wird daher empfohlen, die Seren, welche mit einer 1:100 Verdinnung OD-Werte Uber 2,00 erzielen, in einer
héheren Verdiinnung im Test, z.B. 1:200, 1:400 usw. einzusetzen. Die abweichenden Verdiinnungen miissen bei der Auswer-
tung bertcksichtigt werden.

Beispiel einer Tetanus-Standardkurve - lin/log

!\)
w

N

-

\

—

N

o
n

1/

0,001 0,003 0,009 0,027
Konzentration log [IU/mli]

Extinktion [OD: 450/620 nm]

(=}
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Beispiel einer Tetanus-Standardkurve - lin/lin
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9.3 Interpretation
Die Tetanus Antitoxoid-Konzentrationen werden in Anlehnung an die WHO Standards in Internationalen Einheiten (1U/ml)
ausgedruckt. Ein Tetanus-Antitoxoid-lgG-Antikérpergehalt >0,11U/ml wird als Immunschutz (2,11) bzw. sicherer Immunschutz
(9,10) angegeben. Auffrischimpfungen sind bei Antikérperkonzentrationen tber 0,5 IU/ml nicht angezeigt (10).
Nachfolgend mdochten wir auf folgende Impfempfehlungen hinweisen. Diese sind in Anlehnung an die Empfehlungen des
Arbeitskreises Immunprophylaxe (13) erstellt:

1U/ml Interpretation und weiteres Vorgehen

<001 - kein Impfschutz
- je nach Anamnese Grundimmunisierung oder Auffrischimpfung erforderlich
- serologische Kontrolle nach 4 bis 8 Wochen

0,01-0,1 - Impfschutz unsicher
- Auffrischimpfung erforderlich
- serologische Kontrolle nach 4 bis 8 Wochen

0,11-0,5 - Impfschutz noch kurzfristig vorhanden
- Auffrischimpfung empfohlen
- Auffrischimpfung fuhrt zu langfristigem Impfschutz

0,51-1,0 - Impfschutz vorhanden

- Auffrischimpfung oder serologische Kontrolle nach 3 Jahren empfohlen

- Hinweis: Impfungen bei Antikérperkonzentrationen > 0,5 IU/ml kénnen zu unerwiinschten
Impfreaktionen fiihren

>1,0-5,0 - langfristiger Impfschutz vorhanden
- Auffrischimpfung oder serologische Kontrolle nach frihestens 5 Jahren empfohlen

>5,0-10,0 - langfristiger Impfschutz vorhanden
- Auffrischimpfung oder serologische Kontrolle nach frihestens 8 Jahren empfohlen

>10 - langfristiger Impfschutz vorhanden
- Auffrischimpfung oder serologische Kontrolle nach friihestens 10 Jahren empfohlen

9.4  Grenzen des Tests
1. Die Interpretation serologischer Ergebnisse sollte immer das klinische Bild, epidemiologische Daten und eventuell wei-
tere zur Verfugung stehende Laborbefunde mit einbeziehen.
2. Der VIROTECH Tetanus ELISA ist nicht fur die Labordiagnose einer Infektion geeignet.
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3. Zur Interpretation des Antitoxoidtiters sollte auch der Impfausweis bzw. Hinweis zur letzten Tetanus-Schutzimpfung her-
angezogen werden (7).

4.  Eine Interpretation von Antitoxoidtitern unter 0,1 IU/ml ist nicht zu empfehlen, da sie unterhalb der technisch reproduzier-
baren Sensitivitatsgrenze bei Verwendung eines ELISA Testsystems liegt. Die Impfanamnese sollte im individuellen Fall
herangezogen werden, um zu entscheiden, ob eine Grundimmunisierung oder eine Auffrischimpfung durchgefuhrt werden
soll (= 10.2).

10. 1gG Testauswertung mit der 4-Parameter Methode

Es besteht die Mdglichkeit, mit dem VIROTECH Tetanus IgG ELISA eine quantitative Bestimmung mit der 4-Parameter-Me-
thode durchzufuhren. Als Kalibrierungskontrolle dient hier der Standard 0,01 IU/ml. Die Kalibrierungskontrolle gleicht die durch
die Testdurchfihrung bedingten Schwankungen aus. Fur die Berechnung werden die Mittelwerte der OD-Werte eingesetzt.

10.1 Testfunktionskontrolle
a) OD-Werte

Der OD-Wert des Leerwertes sollte <0,15 sein.
Der OD-Wert der Kalibrierungskontrolle muss innerhalb des im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen Bereichs liegen.

b) IU/ml

Die anti-Tetanus IgG-Konzentrationen (IU/ml) der schwach positiven Kontrolle und der stark positiven Kontrolle mussen inner-
halb der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen Bereiche liegen.

Werden die Anforderungen (OD-Werte, 1U/ml) nicht erfiillt, so ist der Test zu wiederholen.

10.2 Umrechnung der quantitativen Ergebnisse in internationale Units pro Milliliter (1U/ml)
Die Extinktion des Leerwertes (450/620nm) muss von allen Extinktionen abgezogen werden.

Die Quantifizierung der Patientenseren erfolgt durch Angleichung an die internationalen Units. Durch umfassende Testungen
wird die Standardkurve Uber nicht-lineare Regression bestimmt und mathematisch durch folgende Formel beschrieben (12):

IU/mI = exp(-(In((D-A)/((OD korr)-A)-1)-B)/C)

Hierbei ist

A erwartete OD bei einer anti-Tetanus IgG Konzentration von 0

B: Steigungsfaktor

C: Wendepunkt

D: erwartete OD bei einer unendlich hohen anti-Tetanus IgG Konzentration
OD korr: korrigierte OD des Patientenserums

Zur Beriicksichtigung von Schwankungen innerhalb der Testabarbeitung wird die gemessene OD des Patientenserums an-
hand einer Kalibrierungskontrolle korrigiert:

OD Kalibrierungskontrolle Vorgabe
OD Kalibrierungskontrolle gemessen

ODkorr = OD Patientenserum *

Die Werte der Parameter A, B, C und D, sowie die Vorgabe fur die OD der Kalibrierungskontrolle sind dem Zertifikat zu ent-
nehmen.

Fur eine mit dieser Berechnungsmethode nicht kompatible Auswertesoftware sind in dem Zertifikat zusétzlich 6 Standard-
Wertepaare definiert, welche ebenfalls die Standardkurve beschreiben.

Der quantifizierbare Bereich liegt zwischen 0,01 IU/ml und 15 [U/ml.

Bestimmung der 1U/ml
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Die Bestimmung der IU/ml kann durch eine Software erfolgen, die von VIROTECH bezogen werden kann. Alternativ kann eine
Auswertevorlage fur géngige Tabellenkalkulationen zur Verfugung gestellt werden. Die berechneten Konzentrationen geben
immer die tatséchlichen Konzentrationen des unverdiinnten Serums an, wenn dieses im Test 1:100 verdinnt wurde. Wurde
ein Serum in einer anderen Verdinnung getestet, mussen die Konzentrationen entsprechend umgerechnet werden.

11. Leistungsdaten

11.1 Sensitivitat und Spezifitat

Da es sich um einen quantitativen Test handelt, der nicht zur Differenzierung von positiven und negativen Ergebnissen dient,
kann keine diagnostische Sensitivitat und Spezifitdt berechnet werden.

11.2 Nachweisgrenze

In hausinternen Testungen konnte eine untere reproduzierbare Nachweisgrenze von 0,06 IU/ml bei einem
Variationskoeffizienten von 3,9 % ermittelt werden.

11.3 Richtigkeit
Es wurden in dem Zeitraum Marz 2002 bis November 2009 32 Ringversuchseren mit bekannten Konzentrationen im
VIROTECH ELISA gemessen. 30 deklarierte Seren wurden richtig erkannt. Zwei Seren trafen die Vorgaben nicht.

11.4 Wiederfindungsrate
Fir die Bestimmung der Wiederfindungsrate des Tetanus ELISA’s wurde der internationale Standard der WHO fir Tetanus
Immunglobulin (human) TE-3 im VIROTECH ELISA eingesetzt. Unter Berlcksichtigung der jeweiligen Verdinnung wurde die
Konzentration in 1U/ml mit Hilfe der Standardkurve berechnet und mit dem zu erwartendem Ausgangswert verglichen. Die
Ergebnisse zeigen, daf? in dem diagnostisch relevanten unteren Bereich der Standardkurve (0,1 bis 0,51U/ml) die Ausgangs-
konzentration von 120 IU/ml exakt wiedergefunden werden konnte.

11.5 Durchseuchung (erwartete Werte)
Es wurden 117 Blutbankseren getestet und die Konzentration in lU/ml bestimmt.

Konzentration Zahl der gefundenen Seren
< 0,01 1U/ml 0%
0,01 -0,11U/ml 7 %
0,11 -0,51U/ml 15%
0,51-1,01U/ml 26 %
>1,0-5,01U/ml 51 %
>5,0-10,0 IU/ml 1%
> 10,0 1U/ml 0%

Die ermittelte Verteilung entspricht etwa den Durchseuchungszahlen, wie sie in verschiedenen Literaturstellen angefihrt
werden (3,6). Da keine Angaben tiber das Alter der Blutspender vorliegt, lassen sich die Daten nur bedingt vergleichen.

11.6 Intra-Assay-Variationskoeffizient (Wiederholbarkeit)

In einem Assay wurden Streifen verschiedener Platten einer Charge mit einem Serum getestet. Der so ermittelte
Variationskoeffizient liegt unter 9%.

11.7 Inter-Assay-Variationskoeffizient (Reproduzierbarkeit)

In 10 unabhéngigen Testansatzen wurden in verschiedenen Labors und von verschiedenen Testpersonen 3 Seren getestet.
Die so ermittelten Variationskoeffizienten liegen unter 15%.
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13. Testablaufschema

Vorbereitung der Patientenproben und Waschldsung

V¥ Waschlésung: Konzentrat auf 1 Liter mit aqua dest./demin. auffiillen

v IgG-Proben — Verdiinnung
1:101
z.B.:
10 pl Serum/Plasma + 1000 pl Verdinnungspuffer
(Serumverdunnungspuffer ist gebrauchsfertig)

Testdurchflhrung

Probeninkubation 30 Minuten bei 37°C 100 pl Patientenproben

Leerwert (Verdunnungspuffer), Standards
und Kontrollen

4 x Waschen 400 pl Waschldésung

gut ausklopfen

Konjugatinkubation 30 Minuten bei 37°C 100 pl Konjugat
19G
4 x Waschen 400 ul Waschldésung
gut ausklopfen
Substratinkubation 30 Minuten bei 37°C 100 pl Substrat
Abstoppen 50 ul Stopplésung

vorsichtig schitteln

Extinktion messen Photometer bei 450/620nm
(Referenzwellenlange 620-690nm)
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