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1. Verwendungszweck

Die festen OD-Messwerte fiir die Einzelstandards dienen dem Erstellen einer Kalibrationskurve (feste Standardkurve), die zum
Nachweis einer ZNS-eigenen Antikérpersynthese durch Paralleluntersuchung von Serum-Liquor-Paaren benutzt wird. Es wird
der erregerspezifische Quotient aus Liquor und Serum ermittelt. Das Verhéaltnis zwischen diesem erregerspezifischen Antikor-
perquotienten und dem Gesamtimmunglobulinquotient wird als Antikdrperindex (Al) bezeichnet.

2. Diagnostische Bedeutung

Bei akuten Infektionen des zentralen Nervensystems (ZNS) und auch bei chronisch entziindlichen Prozessen (z.B. Multiple
Sklerose) werden erregerspezifische Antikdrper im ZNS gebildet. Im ersten Fall sind es Antikérper gegen den verursachenden
Erreger. Im zweiten Fall ist eine polyspezifische intrathekale Immunantwort gegen u. U. mehrere Erreger ohne aktuelle Erre-
gerprasenz méglich. (1, 2).

Bakterielle Infektionen des ZNS zeichnen sich in ihrer Mehrzahl durch hochpathologische und recht charakteristische Liquor-
befunde aus. Der liquordiagnostische Nachweis viraler Infektionen des ZNS ist in Abh&ngigkeit vom Stadium der Infektion und
von der individuellen Immunitétslage prinzipiell auf zwei Wegen maoglich: durch direkten Antigennachweis oder durch die Be-
stimmung der erregerspezifischen Antikdrper. Die Anzucht viraler Erreger ist - im Gegensatz zu den bakteriellen Erregern -
bekanntermaRen kompliziert, alternative erregerspezifische Detektionen sind in der Regel an einen hohen methodischen Auf-
wand gebunden. Der erregerspezifische Antikdrpernachweis greift zwar in der Regel erst friihestens 6 Tage nach Krankheits-
beginn, gehort aber mittlerweile zur Routine in der Liquordiagnostik (3).

Die im Liquor nachgewiesenen Antikodrper kénnen sowohl aus dem Plasma in den Liquorraum diffundiert sein als auch aus
einer lokalen ZNS-Synthese stammen (intrathekale Antikérperproduktion). Zur Abklarung einer ZNS-Infektion dient der spezi-
fische Antikorperindex (Al) , der das Verhaltnis zwischen dem spezifischen Antikdrperquotienten und dem Gesamtimmunglo-
bulin-Quotienten beschreibt. Eine lokale Antikérper-Synthese liegt dann vor, wenn der erregerspezifische Antikdrperquotient
einer bestimmten Antikorper-Klasse groR3er ist als der zugehdrige Gesamtimmunglobulin-Quotient. (Ausfihrlichere Information
finden Sie in unserer Broschire zur Liquordiagnostik).

3. Testprinzip

Der im Humanserum und Liquor gesuchte Antikorper bildet mit dem auf der Mikrotiterplatte fixierten Antigen einen Immunkom-
plex. Nicht gebundene Immunglobuline werden durch Waschprozesse entfernt. Mit diesem Komplex verbindet sich das En-
zym-Konjugat. Nicht gebundene Immunglobuline werden wiederum durch Waschprozesse entfernt. Nach Zugabe der Sub-
stratlésung (TMB) entsteht durch Enzymaktivitét (Peroxidase) ein blauer Farbstoff, der nach Zugabe der Stoppldsung nach
Gelb umschlagt.

Die Extinktion (OD) der Farblésung steht in einem direkt proportionalen Verhaltnis zur Konzentration des analysierten erreger-
spezifischen 1gG-, IgM- bzw. IgA-Antikdrpers in Serum und Liquor. Zum Nachweis ZNS-eigener Antikdrpersynthesen ist es
notwendig, eine Quantifizierung der gemessenen und zunéchst in Extinktionen vorliegenden Antikdrperkonzentrationen vor-
zunehmen. Diesem Ziel dient die feste Standardkurve, welche die Umwandlung ermittelter OD-Werte in willkirlich festgelegte
dimensionslose MefReinheiten (WME) gestattet. Durch Verrechnung der ermittelten MeReinheiten (WME) mit den nephelomet-
risch gemessenen Serum- und Liquor-Gesamt-IgG-, IgM- bzw. IgA-Konzentrationen wird der sogenannte Antikdrperindex (Al)
bestimmt (siehe Berechnung des Al unter 8.3). Dieser Antikdrperindex gibt den gesuchten erregerspezifischen Antikérperquo-
tienten als Vielfaches bzw. als Bruchteil des zugehdrigen Gesamtimmunglobulinquotienten an. Der Wert ist damit unabhéngig
vom Zustand der individuellen cerebralen Schrankenfunktion. Der Antikdrperindex erlaubt den Rickschluss auf Vorliegen und
Ausmal einer ZNS-eigenen Synthese erregerspezifischer Antikorper. Dieses Vorgehen gilt nicht im Falle einer polyspezifi-
schen intrathekalen Immunglobulinsynthese, da dann der Gesamt-IgX-Quotient nicht mehr als Schrankenparameter geeignet
ist und durch den sogenannten Limeswert ersetzt werden muss (siehe Limesberechnung 8.3.4 B).

4. Testdurchfihrung

Die exakte Einhaltung der VIROTECH Diagnostics Arbeitsvorschrift ist Voraussetzung fir das Erzielen korrekter Ergebnisse.
Bitte die Arbeitsvorschrift des entsprechenden Serum ELISA Testkits beachten!
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4.1 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.

Bei den Serumproben zu beachten:

Die Proben kdnnen 1 Woche bei 2-8°C aufbewahrt werden.

Patienten-Verdiinnungen immer frisch ansetzen. Haltbarkeit maximal 6h bei 2-8°C.

Fur eine langere Aufbewahrung missen die Seren eingefroren werden. Mehrmaliges Auftauen sollte vermieden werden.

1. Nur frische, nicht inaktivierte Seren benutzen.

2. HyperlipAmische, hamolytische, mikrobiell kontaminierte Proben und tribe Seren nicht verwenden (falsch positive/nega-
tive Ergebnisse).

Bei den Liquorproben zu beachten:

Die Proben kdnnen 1 Woche bei 2-8°C aufbewahrt werden.

Patientenliquor-Verdiinnungen immer frisch ansetzen. Haltbarkeit maximal 6h bei 2-8°C.

Fur eine langere Aufbewahrung mussen die Liquores am besten aliquotiert und bei -80°C eingefroren werden, um mehrmaliges

Auftauen zu vermeiden.

1.  Venen- und Lumbalpunktionen sollten immer etwa zeitgleich vorgenommen werden.

2 Nur optisch klare und entzellte und nicht inaktivierte Liquores kénnen verwendet werden.

3. Hamolytische oder mikrobiell kontaminierte bzw. triibe Liquores nicht verwenden.

4. Der Einsatz tiefgefrorener Liquores ist mdglich, wenn nach dem Auftauen die unter Punkt 2 und 3 geforderten Bedingun-
gen erfullt sind.

4.2 Vorbereitung der Reagenzien
Die VIROTECH Diagnostics System Diagnostik bietet ein hohes Maf3 an Flexibilitat durch die Moglichkeit, Verdiinnungs- und
Waschpuffer, TMB, Citrat-Stopplésung sowie Konjugat parameter- und chargenibergreifend einzusetzen. Die feste Standard-
kurve ist parameterspezifisch und darf nur mit den Plattenchargen, die ihr zugeordnet sind, verwendet werden. Das der festen
Liquor- Standardkurve zugeordnete Qualitatskontroll-Zertifikat gibt Auskunft Giber die erlaubten Kombinationen von Platten-
und Standardkurven.
1. Brutschrank auf 37°C einstellen und sich vor Inkubationsbeginn vom Erreichen der Temperatur Giberzeugen.
2 Alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen; erst dann die Verpackung mit den Teststreifen 6ffnen.
3. Alle Flussigkomponenten vor Gebrauch gut schitteln.
4 Waschlésungs-Konzentrat auf 1Liter mit Aqua dest./demin. auffiillen (bei eventueller Kristallbildung des Konzentrates

dieses bitte vor dem Verdiinnen auf Raumtemperatur bringen und vor Gebrauch gut schitteln).

5. IgM-Diagnostik: Vorabsorption mit RF-SorboTech
Hohe IgG-Titer oder Rheumafaktoren kénnen den spezifischen Nachweis von IgM-Antikdrpern stéren und zu falsch positiven
bzw. falsch negativen Ergebnissen fuhren. Fir eine korrekte IgM-Bestimmung ist es daher erforderlich, die Seren und
Liguores mit RF-SorboTech (VIROTECH-Adsorptionsmittel) vorzubehandeln.

4.3 VIROTECH ELISA Testdurchfiihrung

e Liquor/Serumpaare sind prinzipiell nebeneinander in der gleichen Bestimmungsreihe auf einer Testplatte zu analysieren.

e Fir Leerwert, Patientenseren und Liquorproben empfehlen wir einen Doppelansatz.

e Um Matrix-Effekte weitestgehend zu minimieren, wird Liquor in einer 1:2 und Serum in einer 1:404 Arbeitsverdiinnung
eingesetzt. Fir die IgM Diagnostik wird empfohlen, generell mit einer 1:101 Verdinnung zu beginnen und ggf. (- Uber-
schreiten des 100wME-Mefpunktes) eine 1:404 Verdunnung anzuschlieRen. Allgemein wird fur die 1gG, IgM und IgA
Diagnostik empfohlen, fiir Liquor und Serum zwei Verdiinnungen anzusetzen, z.B. Liquor 1:2 und 1:4; Serum 1:101 und
1:404 um das Testen im Antikdrperiiberschuss auszuschlie3en.

e Fr die IgM-Diagnostik bitte die Vorbehandlung mit RF-SorboTech beachten.

1. Pro Testansatz 100l des gebrauchsfertigen Verdinnungspuffers (Leerwert) der verdiinnten Liquor- und Serum-
proben pipettieren.
Arbeitsverdinnung der Serumproben:
1gG: 1:404; (z.B. 5pl Serum + 500pl Verdinnungspuffer (1:101 Verdinnung), dann 1:4 weiterverdiinnen, z.B. 100pl
1:101-Verdunnung + 300ul Verdinnungspuffer)
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IgM: 1:101; (z.B. 10ul Serum + 1ml Verdunnungspuffer/RF-SorboTech).
IgA: 1:404; (z.B. 5pl Serum + 500p! Verdinnungspuffer (1:101 Verdinnung), dann 1:4 weiterverdiinnen, z.B. 100pl
1:101-Verdiinnung + 300l Verdinnungspuffer).
Arbeitsverdiinnung der Liquorproben: 1:2; z.B. 150pl Liquorprobe + 150ul Verdinnungspuffer.
2. 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 Kavitat. Waschlésung

w

nicht in den Kavitaten stehen lassen, sondern letzte Flissigkeitsreste durch Ausklopfen auf einer Zellstoffunterlage ent-
fernen.
100pl 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 50ul Citrat-Stopplésung pipettieren. Die Platte vorsichtig und sorg-
féltig schitteln bis sich die Flussigkeiten vollstandig durchmischt haben und eine einheitliche gelbe Farbe sichtbar wird.
10.  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 Stoppldsung durchgefiihrt werden.
Testablaufschema siehe letzte Seite]

© ® N o oM

4.4 Einsatz von ELISA-Prozessoren

Alle VIROTECH Diagnostics ELISAs kdnnen mit Hilfe von ELISA-Prozessoren abgearbeitet werden. Der Anwender ist ver-

pflichtet eine regelméfige Geréatevalidierung durchzufihren.

VIROTECH Diagnostics empfiehlt die folgende Vorgehensweise:

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

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

3. Beijedem Testlauf missen die Freigabekriterien des Qualitatskontrollzertifikates zum Produkt erfillt werden.

Diese Vorgehensweise gewahrleistet die einwandfreie Funktion Ihres ELISA Prozessors und dient darliiberhinaus der Quali-

tatssicherung des Labors.

5. Testauswertung

51 Testfunktionskontrolle
Um die optimale Funktionsfahigkeit des Testkits zu gewahrleisten missen bei Einsatz der Al Kontrollen die im Kontroll- Zerti-
fikat angegebenen Bereiche getroffen werden.
Andernfalls (ohne Al Kontrollen) muss die Validitat des Testlaufs mit Hilfe der Serum Qualitatskontrollen geprift werden:
a) OD-Werte
Der OD-Wert des Leerwertes sollte <0,15 sein
Die OD-Werte der negativen Kontrollen sollten unterhalb der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen OD-Werte, die OD-
Werte der positiven Kontrollen sowie der cut-off Kontrollen sollten oberhalb der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen OD-
Werte liegen.
b) VIROTECH Einheiten (VE)
Die VIROTECH Einheiten (VE) der cut-off Kontrollen sind mit 10 VE definiert. Die berechneten VE der positiven Kontrollen
mussen innerhalb der im Qualitétskontrollzertifikat angegebenen Bereiche liegen.
Werden die Anforderungen (OD-Werte, VE) nicht erfiillt, so ist der Test zu wiederholen.

5.2 Auswertung
Mit Hilfe der von VIROTECH Diagnostics zur Verfiigung gestellten festen IgG-, IgM- bzw. IgA OD Messwerte wird manuell
oder instrumentell eine Referenzkurve erstellt. Hierzu tragt man die OD-Messwerte der Einzelstandards (siehe Zertifikat der
festen Liquor-Standardkurve) auf der Ordinate (y-Achse) und die dazugehdrigen Antikérperkonzentrationen in wME auf der
Abszisse (x-Achse) auf.
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Die OD-Werte der Serum-Liquor-Paare kdnnen durch Ablesen in der Kurve nun in wME ausgedruckt werden und entsprechen
nach Multiplikation mit den Verdunnungsfaktoren den Konzentrationen des erregerspezifischen 19G-, IgM- bzw. IgA-Antikor-
pers in Serum und Liquor. Um numerisch plausible Antikdrperindizes zu erhalten, sollten OD-Werte unter 0,05 und wME-Werte
unterhalb 1,5 bzw. ber 100 nicht in eine Auswertung einbezogen werden. Bei OD-Werten, die zu Werten oberhalb 100wME
fuhren, kann unter Berlcksichtigung des veranderten Verdinnungsverhéltnisses eine héhere Serumverdinnung als 1:404,
bzw. eine hdhere Liquorverdiinnung als 1:2 eingesetzt werden.

Bei der Durchfiihrung der Liquor-Diagnostik ist eine Beurteilung des 1:404 verdiinnten Patientenserums im Sinne einer cut-
off-Uber- oder Unterschreitung nicht maglich.

53 Berechnung des Antikdrperindex Al (mit Beispiel)
Abkurzungen:
1gXges.=Gesamt 1gX (I9G, IgM oder IgA, mg/l) 1gXspez.= Erregerspezifisches 1gX (I9G, IgM oder IgA)
Q = Quotient

Qanb = Quotient aus Albumingehalt des Liquors und Albumingehalt des Serums (mg/l)/nur notwendig im Zusammenhang mit
der Limesberechnung!

5.3.1 QIgXspez (erregerspezifischer Antikdrperquotient)

Serum

- abgelesener OD-Wert: 0,700

- daraus ermittelte Konzentration aus der Referenzkurve: 3,5 wME
- Verdunnung: 1:400

Liquor

- abgelesener OD-Wert: 0,500

- daraus ermittelte Konzentration aus der Referenzkurve: 2,5 wME
- Verdunnung: 1:2

Q IgXeper = |g)<spez.Liquor(WME)Xverd.l:lnnung _ 25WME x 2 _36x10 *
|ngpezSerum(WM E) X Verdunnung 3,5WwME x 400

5.3.2 Qigx (Gesamtimmunglobulinquotient: Wert der klinischen Chemie)

- |9XLiquor: 33mg/I
- lg9Xgerym= 10000mg/I

|nges.Liquor_ 33mg/| ~33x10 3

| es.= = =
Q gXQ |nges.Serum 10000mg/|

5.3.3 Berechnung Quu (Limesquotientberechnung)
Im Falle einer zusatzlichen polyspezifischen intrathekalen Immunglobulinsynthese ist der Gesamt-lgX-Quotient nicht mehr zur
Berechnung des Al verwendbar. Anstelle des Gesamt-lgX-Quotienten muss der sogenannte Quu eingesetzt werden. Hierzu

ist es notwendig, zusétzlich den Albuminquotienten zu bestimmen. (Wert der klinischen Chemie)

LIMES-Wert-Berechnung (nach Reiber):

QLIM-IgG :0’93X\/Q a|b2 +6x10° -1,7x10°®

QLIM-IgM =0,67 X\/Q a|b2 +120 x10°® —7,1x10°3

QLIM-IgA =0,77 X\/Q a|b2 +23x10° —3,1x10°
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5.3.4 Antikoérperindex berechnen

A. Qigx < Quim

Der Antikdrperindex (Al) gibt das Verhdltnis von erregerspezifischen Antikdrperquotient zu Gesamtimmunoglobulin-Quotient
an. Dadurch ist es mdglich, eine erregerspezifische Ak-Synthese nachzuweisen und zu quantifizieren. In diesem Fall wird der
Gesamt-Immunglobulinquotient als Schrankenparameter verwandt.

IgX spez. Liquor X Verdinnung 3
Al= QIgX spez. IgX spez. Serum X Verdiinn ung _ 3,6x10° -11
QlgX ges. IgX ges. Liquor 3,3X10-3
IgX ges. Serum

B. Qigx > Qum

Liegt aber eine zusétzliche polyspezifische intrathekale Immunglobulinsynthese vor, kann der Gesamtimmunglobulin-Quotient
nicht mehr zur Berrechnung des Al-Wertes benutzt werden, da eine gesuchte und eventuell gleichzeitig vorhandene Ak-Syn-
these entweder in ihrem Ausmass verfalscht oder sogar véllig unkenntlich gemacht werden kann. In diesen Féallen wird mit
Hilfe des zusétzlich zu ermittelnden Albuminquotienten der sogenannte Limeswert des Immumglobulinquotienten entweder
berechnet (siehe Formel) oder graphisch ermittelt. Dieser Limeswert wird dann anstelle des gemessenen Immunglobulinquo-
tienten zur Berechnung des Al-Wertes benutzt.

_ QIgXspez
A Q Lim

5.4 Interpretation

Al — Bewertungen (4):

Al: <0,6 unplausibel: theoretisch nicht zu erwarten, kommt gelegentlich in der Routine vor, keine pa-
thologische Bedeutung, Fehlersuche empfehlenswert

Al: 0,6 - 1,3 normal: eine intrathekale Ak- Produktion ist unwahrscheinlich

Al:1,4-15 grenzwertig: es empfiehlt sich, die Probe noch einmal zu testen oder ein zweites Serum-Li-
quor-Parchen im Verlauf zu testen

Al: >1,5 pathologisch: Hinweis auf eine intrathekale Ak-Produktion

1. Dain die Berechnung des diagnoserelevanten Al-Wertes mindestens vier unterschiedliche MelRergebnisse (erregerspe-
zifische Liquor- und Serum-Antikdrper in Mel3einheiten, Gesamt-Serum- und Liquor-1gG-, IgM- bzw. IgA-Wert, Liquor-
und Serum-Albumin in mg/l) eingehen, werden hier alle methodischen und zufélligen Fehler summiert. Im ungunstigsten
Falle ist auch eine gleichsinnige Fehlerfortpflanzung méglich, die am ehesten durch Doppelbestimmung oder besser
durch Messung zweier unterschiedlicher Proben-Verdunnungen erkannt werden kann. Aus diesem Grund hat sich ein
klinisch relevanter Al - Grenzwert von 1,5 fur den Hinweis auf eine lokale Synthese erregerspezifischer Antikérper im
Liquor bewahrt.

2. Im Normalfall liegt fur erregerspezifische Antikdrper der 1I9G-, IgM- bzw. IgA-Klasse das gleiche Verhaltnis zwischen Li-
quor und Serum vor, wie es fur die summarische 1gG-, IgM- bzw. IgA-Fraktion gefunden wird. Der theoretisch zu
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6.

erwartende Al-Wert betragt deshalb 1,0. Entsprechende Untersuchungen haben gezeigt, daf3 fur alle erregerspezifischen
Antikorper ein Referenzbereich von 0,6 - 1,5 gilt. Al-Werte groR3er als 1,5 dirfen bei ausreichender analytischer Qualitat
aller eingehenden Einzelwerte als pathologisch angesehen werden und sind durch eine ZNS-eigene Synthese der ent-
sprechenden erregerspezifischen Antikdrper charakterisiert-

Al-Werte kleiner als 0,6 sind theoretisch nicht mdglich und weisen in der Regel auf analytische Fehler hin.

Ohne entsprechenden klinischen Bezug lassen erhdhte Al-Werte fir sich allein keinen sicheren Schluf3 auf Vorliegen der
akuten Phase einer infektiosen ZNS-Erkrankung zu. Lange persistierende und polyspezifische ZNS-eigene Antikdrper-
Synthesen insbesondere der IgG-Klasse, aber mitunter auch der IgM-Klasse sind mdglich. IgM-Al-Erh6hungen gelten in
der Regel als beweisend fur floride ZNS-Infektionen. In Zweifelsfallen ist die einer Titerbewegung entsprechende signifi-
kante Anderung des Al-Wertes bei Zweitbestimmungen fiir die Beurteilung einer zentralnervésen Infektion giinstig. Eine
solche Kontrolle ist zwingend an eine weitere, in ausreichendem zeitlichen Abstand nachfolgende Liquorenthahme ge-
bunden, fir deren Indikation in der Regel jedoch allein klinische Gesichtspunkte bestimmend sind.

Grenzen des Tests
Die Interpretation serologischer Ergebnisse sollte immer das klinische Bild, epidemiologische Daten und eventuell wei-
tere zur Verfligung stehende Laborbefunde mit einbeziehen.
Bei sehr hohen erregerspezifischen Antikérperkonzentrationen im Liquor oder Serum besteht die Gefahr, daf? die in den
Kavitaten zur Verfugung stehende Antigen-Konzentration nicht ausreicht, um die optimalen Bedingungen fir eine quanti-
tative Antikdrperbestimmung zu erflllen. Besteht der Verdacht auf Antikorperuberschuss (Heidelberger Kurve und Ge-
samtliquorbefund beachten), muss eine Zweitbestimmung mit héherer Serum- bzw. Liquorverdiinnung angeschlossen
werden.

Ausfuhrliche Leistungsdaten zur Sensitivitat und Spezifitéat fur die Borrelien- und CMV- Liquordiagnostik befin-
den sich, neben der Serologie, in der jeweiligen Kit- Arbeitsanleitung.
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7. Testablaufschema Serum- und Liguordiagnostik

Vorbereitung der Patientenproben und Waschlésung

Waschlésung: Konzentrat auf 1 Liter mit agua dest./demin. Auffillen

V¥V IgG-/lgA-Proben — Verdinnung V¥ IgM-Proben — Verdiunnung
1:404 1:101/1:404
V¥ Liquor-Verdiinnung V Liquor-Verdinnung
1:2 1:2
Rheumafaktorabsorption mit RF-SorboTech
z.B.: z.B.:
1:101: 5 pl Serum/Plasma + 500 pl Verdiinnungspuffer 1:101: 5 pl Serum/Plasma + 450 pl Verdiinnungspuffer +
1:404: 100 pl der 1:101-Verdiunnung +300 pl Verdiinnungs- 1 Tropfen RF-SorboTech bei RT 15 min inkubieren
puffer 1:404: 100 pl Serum/VP/RF-SorboTech-Gemisch +300 pl
Verdinnungspuffer
150 pl Liquorprobe + 150 pl Verdiinnungspuffer 50 pl RF-SorboTech + 200 pl Verdiinnungspuffer
225 pl RF-SorboTech-VP-Ansatz + 225 pl Liquorprobe
Bei RT 15 min inkubieren
Testdurchflhrung
Probeninkubation 30 Minuten bei 37°C 100 pl Patientenproben
Leerwert (Verdinnungspuffer)
4 x Waschen 400 ul Waschldésung
gut ausklopfen
Konjugatinkubation 30 Minuten bei 37°C 100 pl Konjugat
1g9G, IgM, IgA
4 x Waschen 400 pl Waschlésung
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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