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Produkt Name. Serine Prothrombin-Check

Versionsnummer:. 003 : 2015-12-11

Zweckbestimmung

AESKULISA Serin-Prothrombin-Check ELISA ist ein Festphasen-Enzymimmunoassay mit
hochgereinigtem Phosphatidyl-Serin und nativem humanen Prothrombin. Er erlaubt die
quantitative und qualitative Gesamtbestimmung von IgG und IgM Antikrpern gegen Phos-
phatidyl-Serin und Prothrombin in humanem Serum.

Die Bestimmung dieser Antikdrper dient der Diagnosestellung und der Abschatzung des
Thrombose-Risikos bei Patienten mit Systemischem Lupus Erythematodes (SLE).

Klinische Anwendung und Testprinzip

Antikérper gegen Prothrombin und Phosphatidyl-Serin, einem sauren Phospholipid-Derivat
des Glycerins, gehdren zu der Gruppe der anti-Phospholipid-Antikdrper, die spezifisch gegen
Phospholipide wie z.B. Cardiolipin, Phosphatidyl- Inositol, -Ethanolamin, -Cholin, Sphingo-
myelin, Phosphatidsaure und prothrombin gerichtet sind. Phospholipide sind Bestandteile
biologischer Membranen.

Prothrombin (humaner Faktor Il) ist ein Zymogen des Plasmas, es hat ein Molekulargewicht
von 72kDa. Unter Assoziation von Prothrombin mit der aktivierten Form der Faktoren V, X
sowie Phospholipid wird der Prothrombinase-Komplex gebildet, eine katalytische Einheit, die
in Anwesenheit von Calcium-lonen membrangebundenes Prothrombin in Thrombin umsetzt.
Thrombin wird anschlielend in die I6sliche Phase freigesetzt.

Das Vorkommen von anti-Phospholipid-Antikorpern ist haufig beim Systemischen Lupus
Erythematodes (SLE) und verwandten Erkrankungen beschrieben. Das Auftreten von anti-
Phospholipid-Antikdrpern bei diesen Erkrankungen bezeichnet man als sekundares An-
tiphospholipid-Syndrom (APS). Ein primares APS ist hingegen durch anti-Phospholipid-
Antikorper ohne Beteiligung von weiteren Autoimmunerkrankungen charakterisiert. Untersu-
chungen haben gezeigt, dass eine enge Korrelation zwischen ihrem Auftreten und Thrombo-
sen, Thrombozytopenien und habituellen Aborten (als Folge von Plazenta-Infarkten) besteht.
Die Rolle der anti-Phospholipid-Antikorper bei der Thrombose-Entstehung ist jedoch bislang
noch nicht vollig geklart.

Klrzlich wurde beschrieben, dass Antikdrper gegen Prothrombin alleine stark mit dem Auf-
treten von fotalen Aborten beim APS assoziiert sind. Damit sind Antikdrper gegen Prothrom-
bin der erste Marker fir diese APS-Komplikation, da alle anderen Antiphospholipid-
Antikérper mit fotalen Aborten nicht korrelieren.

Antikdrper gegen den Prothrombin-Phosphatidylserin-Komplex sind mit dem Auftreten von
vendsen und arteriellen Thrombosen assoziiert, welche eine zweite Gruppe der klinischen
Manifestationen des APS darstellen. Die Antikdrper gegen den Komplex zeigen keine Korre-
lation zu fetalen Aborten. Daher stellen beide Antikorper ein wichtiges diagnostisches Hilfs-
mittel zur Differentialdiagnose der heterogenen Manifestationen des APS dar.

Testprinzip

Die 1:101 verdinnten Serumproben werden in den Kavitaten, welche mit dem spezifischen Anti-
gen beschichtet sind, inkubiert. Hierbei binden spezifische Antikdrper aus dem Patientenserum,
wenn vorhanden, an das Antigen auf der Platte; ungebundene Serumkomponenten werden im
folgenden Waschschritt weggewaschen. Anschlieend werden anti-Human Immunoglobuline,
die mit Meerrettich-Peroxidase markiert sind (Konjugat), zugegeben. Wahrend einer Inkubation
binden diese an den zuvor gebildeten Antigen-Antikdrper-Komplex, nicht gebundene Immunglo-
buline werden im folgenden Waschschritt entfernt. Der Nachweis gebundener Antikdrper erfolgt
mit einer enzymatischen Farbreaktion (blau) des Substrates, die mit verdinnter Sdure abge-
stoppt wird (Farb-umschlag nach gelb). Die Intensitat der Farbentwicklung des Chromogens ist
abhangig von der an den Antigen-Antikdrper-Komplex gebundenen Konjugatmenge und somit
direkt proportional zur Antikérperkonzentration im Serum.

Seite 1 von 9



@AESKU.DIAGNOSTICS

Produkt Ref.: 3223
Produkt Name. Serine Prothrombin-Check
Versionsnummer:. 003 : 2015-12-11

KIT Bestandteile

Vor Gebrauch verdiinnen

- : Farbe des Farbe der
Kitbestandted Menge Verschluss Losung
Probenpuffer 5x 1 x20ml Weil3 Gelb
Waschpuffer 50x 1 x20ml Weil Grin

Gebrauchsfertig:

: § Farbe des Farbe der
PIEEE T L ETEE Verschluss L6ésung
Negativ Kontrolle 1x1,5ml Grun Farblos
Positiv Kontrolle 1x1,5ml Rot Gelb
Cut-off Kalibrator 1x1,5ml Blau Gelb
Kalibratoren 6 x1,5ml Weil} Gelb*
Konjugat, IgG/M 1x15ml Weil Rot
TMB Substrat 1x 15ml Schwarz Farblos
Stop Lésung 1x15ml Weil Farblos
Mikrowell-Streifen 12x8 1 /A N/A

well strips

*Farbintensitat mit Konzentration steigend

Beschreibung / Inhalt

5 fach konzentiert
Tris, NaCl, BSA, Natriumazid < 0,1% (Konservie-
rungsstoff)

50 fach konzentriert
Tris, NaCl, Tween 20, Natriumazid < 0,1% (Konser-
vierungsstoff)

Beschreibung / Inhalt

Humanes Serum (verdinnt), BSA, Natriumazid <
0,1% (Konservierungsstoff)

Humanes Serum (verdinnt), BSA, Natriumazid <
0,1%

Humanes Serum (verdinnt), BSA, Natriumazid <
0,1% (Konservierungsstoff)

Konzentration der Kal bratoren: 0, 3, 10, 30, 100, 300
U/ml. Humanes Serum (verdinnt), BSA, Natriumazid
< 0,1% (Konservierungsstoff)

Anti-human Immunoglobulin markiert mit Meerrettich-
peroxidase, BSA

Stabilisiertes TMB/H202

1M Salzsaure

brechbar. Beschichtung siehe Punkt 1.

Erforderliche Materialien, nicht im Kit enthalten:

Mikrotiterplatten-Photometer mit optischem Filter far 450 nm, optional mit Referenzwellenlange von 620nm (600-690 nm). Glaswa-
ren (Zylinder 100-1000ml), Rohrchen fur Verdinnungen, Vortexer, Mikropipetten (10, 100, 200, 500, 1000 pl) oder einstellbare
Multipipette. Wascheinheit far M krotiterplatten (300ul Multipipette oder Mehrkanalpipette oder automatisches Waschsystem),
Filterpapier. Unsere Tests wurden fir die Verwendung mit gereinigtem Wasser (purified water) nach der Definition der U.S. Phar-
makopoe (USP 26 - NF 21) und der Europaischen Pharmakopde entwickelt (Eur. Ph. 4te Ed.).

Lagerung und Haltbarkeit

Die Lagerung der Kitreagenzien und der Mikrotiterplatte soll bei 2-8°C/35-46°F in den Origi-
nalflaschen erfolgen. Verdinnte Lésungen sind bei 2-8°C/35-46°F einen Monat haltbar. Die
auf der Verpackung und den Etiketten der einzelnen Komponenten angegebenen Verfallsda-
ten sind zu beachten. Verfallene Kitbestandteile nicht benutzen! Eine starke Lichteinwirkung
auf die Substratlosung TMB ist zu vermeiden. Mikrotiterplatten stets in der Verpackungsfolie
mit Trockenbeutel verschlossen aufbewahren.
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Hinweise und VorsichtsmalRnahmen

5.2

Gesundheitsrisiko

Dieses Produkt darf ausschliesslich zur IN VITRO DIAGNOSTIK verwendet werden.

Die Anwendung muss durch Personal erfolgen, das speziell in der Verwendung von in vitro-
Diagnostika unterrichtet und ausgebildet wurde. Die in diesem Produkt enthaltenen Reagen-
zien sind bei vorschriftmaligem Gebrauch weder als toxisch noch als gesundheitsgefahrlich
einzustufen, dennoch sollte zur Gewahrleistung der maximalen Sicherheit des Anwenders
folgendes eingehalten werden:

Empfehlungen und VorsichtsmalRhahmen

Da einzelne Komponenten des Kits potentiell gefahrdende Reagenzien enthalten, kénnen
diese eine Reizung der Augen und der Haut hervorrufen.

ACHTUNG: Kalibratoren, Kontrollen und Puffer enthalten Natriumazid (NaN3) als Konservie-
rungsstoff. NaN; kann toxisch wirken, sofern es eingenommen oder Uber die Haut oder Au-
gen adsorbiert wird. NaN3; kann mit Blei oder Kupferrohren hochexplosive Metallazide bilden.
Zur Vermeidung von Azid-Anreicherungen sollte bei der Entsorgung dieser Losungen bitte
mit einer groRen Menge Wasser nachgesplilt werden. Bitte die Vorgaben ortlicher/ nationaler
Vorschriften zur Dekontamination beachten.

Wahrend des Arbeitens mit dem Kit nicht essen, trinken oder rauchen. Nicht mit dem
Mund pipettieren, Einmal-Handschuhe tragen.

Die in diesem Produkt enthaltenen Reagenzien humanen Ursprungs (Kontrollen und Kalibra-
toren) erwiesen sich bei der Prifung auf Hepatitis B Oberflachen-Antigen (HbsAg), Hepatitis
C und HIV 1 und 2 als negativ. Dennoch ist bei Produkten menschlichen Ursprungs nie mit
letzter Sicherheit auszuschliel3en, dass die genannten, andere oder ggf. noch nicht bekannte
oder diagnostizierte Krankheitserreger enthalten sind. Daher sind Kontrollen, Kalibratoren
sowie Patientenseren als potentiell infektids einzustufen und entsprechend der nationalen
Rechtslage zu handhaben. Das Produkt enthalt Bestandteile tierischen Ursprungs wie in der
Tabelle der Bestandteile angegeben: Beim Umgang sind entsprechende nationale Richtlinien
zu beachten.

Allgemeine Hinweise

Sollten Produktinformationen, einschliesslich Labeling falsch oder inkorrekt sein, kontaktie-
ren sie bitte den Hersteller oder den Lieferanten des Kits.

Einzelne Kontrollen, Kalibratoren und Konjugate oder Mikrotiterplatten verschiedener Char-
gen sollten nicht ausgetauscht werden, da dies zu Verfalschungen der Messergebnisse flih-
ren kann.

Alle Kit-Komponenten vor Testbeginn auf Raumtemperatur (20-32°C/68-89,6°F) bringen und
gut durchmischen. Das vorgeschriebene Protokoll zur Durchfihrung des Tests ist unbedingt
einzuhalten.

Inkubation:Fir eine Testabarbeitung mit Automaten empfehlen wir eine Temperatur
von 30°C/86°F.

Setzen Sie die einzelnen Kit-Komponenten niemals hoheren Temperaturen als 37 °C/ 98,6°F
aus.

Die Substrat-Losung immer mit verkaufsneuen Pipettenspitzen pipettieren, um Kontaminati-
onen zu vermeiden. Intensiven Lichtkontakt der Substratlésung vermeiden. Konjugat-Lésung
niemals mit Pipettenspitzen pipettieren, welche mit anderen Reagenzien kontaminiert sind.

Eine endgdultige klinische Diagnose sollte nicht alleine auf den Ergebnissen des
durchgefuhrten Tests erfolgen, sondern vom Arzt unter Bertcksichtigung aller klini-
schen Befunde und Laborbefunde erstellt werden. Die Diagnose sollte unbedingt mit
verschiedenen diagnostischen Methoden bestatigt werden.
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6 Probenentnahme, Vorbereitung und Lagerung
Die Verwendung frischer Serumproben wird empfohlen. Die Blutentnahme hat nach der nati-
onalen Rechtslage zu erfolgen. Ikterische, lipAmische, hamolytische oder bakteriell kontami-
nierte Serumproben nicht verwenden. Bei triben Proben die Partikel niedrig abzentrifugieren
(<1000 x g). Blutproben in saubere, trockene und leere Réhrchen aufnehmen.
Nach der Gewinnung sollten Serenproben innerhalb von 8 h verwendet werden, bzw. ver-
schlossen fur 48h bei 2-8°C/35-46°F aufbewahrt werden. Ist eine langere Lagerung beab-
sichtig sollten die Proben -20°C/-4°F tiefgefroren werden.

7  Testdurchfihrung

7.1 Vorbereitung

Verdinnung konzentrierter Reagenzien:

Konzentrierten Probenpuffer 1:5 mit destilliertem Wasser verdiinnen (z.B. 20ml plus 80ml).
Konzentrierten Waschpuffer 1:50 mit destilliertem Wasser verdiinnen (z.B. 20ml plus 980ml).

Um Fehler zu vermeiden empfehlen wir die Deckel der Kalibratoren und Kontrollen zu kenn-
zeichnen.

Verdinnung der Patientenproben:

Serumproben 1:101 mit verdinntem Probenpuffer (1x) verdinnen und mischen, z.B. 1000 pl
Probenpuffer + 10 pl Serum.

Waschen:

Es werden 20 ml verdinnten Waschpuffers (1x) pro 8 Kavitaten oder 200 ml pro 96 Kavita-
ten bendtigt z.B. 4 ml Konzentrat plus 196 ml destilliertes Wasser.

Automatisiertes Waschen:

Fir die Inbetriebnahme des Instrumentes und das Totvolumen sind zusatzliche Waschpuf-
fermengen zu berticksichtigen.

Manuelles Waschen:

Flissigkeit sorgfaltig durch Ausklopfen der Platte auf Filterpapier entfernen. 300 pl verdinn-
ten Waschpuffer in jede Kavitat pipettieren, 20 Sekunden warten. Den Vorgang noch zwei-
mal wiederholen.

Mikrotiterplatte:

Unbenutzte Kavitaten entfernen und fest verschlossen in der Verpackungsfolie mit Trocken-
beutel kihl lagern (2-8°C/35-46°F).
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Pipettierschema

Wir empfehlen, die Kalibratoren, Kontrollen und Proben wie folgt zu pipettieren:

Zur quantitativen Auswertung

1 2 3 4

A | CalA | CalE | P1

B CalA | CalE | P1

€C |CalB | CalF | P2

D CalB | CalF | P2

E CalC | PC P3

F CalC | PC P3

G CalD | NC

H CalD | NC
CalA: Kalibrator A CalD: Kalibrator D
CalB: Kalibrator B CalE: Kalibrator E
CalC: Kalibrator C CalF: Kalibrator F
Arbeitsschritte

Schritt  Beschreibung

Zur qualitativen Auswertung

1 2 3 4
A | NC P2
B | NC P2
C | CC P3
D cCcC P3
E | PC
F | PC
G  P1
H | P1
PC: positiv-Controle P1: Patient 1
NC: negativ-Controle P2: Patient 2
CC: Cut-off Kalibrator P3: Patient 3

1. Stellen Sie sicher, dass die Vorbereitungen aus Kapitel 7.1 vor Beginn durchgefiihrt

worden sind

2. Verwenden Sie die folgenden Schritte entsprechend der beabsichtigten quantitativen
/ qualitativen Interpretation der Ergebnisse

Kalibratoren, Kontrollen & Proben

3. Pipettieren Sie jeweils 100ul in die vorgesehenen Kavitdten
entsprechend Kapitel 7.2:

a. Kalibratoren (CAL.A to CAL.F) zur QUANTITATIVEN oder

b. Cut-Off Kalibrator (CC) zur QUALITATIVEN Interpretation
u Und 100ul von jedem der folgenden Bestandteile
+100 pl ¢ Negativ Kontrolle (NC) und Positiv Kontrolle (PC) und
e Verdunnte Patienten Proben (P1, P2,...)
4
30 Minuten bei 20-32°C/68-89,6°F inkubieren.
30°
5
|

3 mal mit jeweils 300 pl 1:50 verdinntem Waschpuffer wa-

— — schen.

3x 300l
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3x 300u!

30'
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450/620 nm

—

KONJUGATE

100 pl Enzymkonjugatiésung in jede Kavitat geben.

30 Minuten bei 20-32°C/68-89,6°F inkubieren.

3 mal mit jeweils 300 upl 1:50 verdinntem Waschpuffer wa-
schen.

SUBSTRATE

100 ul TMB-Substratlésung in jede Kavitat pipettieren.

30 Minuten bei 20-32°C/68-89,6°F inkubieren, vor intensiver
Lichteinstrahlung schutzen.

STOP

100 ul Stoppldsung pro Kavitét in der Reihenfolge der Sub-
stratzugabe pipettieren.

Mindestens 5 Minuten inkubieren.

Platte vorsichtig 5 Sekunden schutteln.

Optische Dichte bei 450 nm innerhalb von 30 Minuten mes-
sen (empfehlenswert bei 450/620 nm).
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Quantitative und qualitative Auswertung

Die quantitative Auswertung erfolgt anhand einer Standardkurve, bei der die optische
Dichte der Kalibratoren (y-Achse) gegen die Konzentration in U/ml (x-Achse) aufgetragen
wird. Eine log/lin Auftragung und ein 4-Parameter-Fit wird zur Auswertung empfohlen. An-
hand der Kurve wird aus der optischen Dichte der Probe die Antikérper-Konzentration in
U/ml ermittelt.

Normalbereich Grenzwertig Positive Ergebnisse
<16 U/mi 16 - 24 U/ml >24 U/ml
Auswertungsbeispiel

Dieses Beispiel darf nicht zur Interpretation der Patientenresultate benutzt werden !
Kalibratoren OD 450/620 nm CV % (Varianz)

IgG/M
0 U/ml 0,036 1,9
3 U/ml 0,168 2,6
10 U/mi 0,303 3,8
30 U/ml 0,579 1,4
100 U/ml 1,241 1,1
300 U/ml 2,130 0,5
Berechnungsbeispiel
Patient Replikat (OD) | Mittelwert (OD) | Ergebnis (U/ml)
P 01 0,705/0,769 0,737 38,3
P 02 1,223/1,234 1,229 96,9

Proben die Gber dem hdchsten Kalibratorwert liegen sollten als >Max berichtet werden. Sie
sollten entsprechend verdinnt und neu bewertet werden. Proben niedriger als der MeRbe-
reich sollten als <Min berichtet werden.

Chargen spezifische Daten entnehmen Sie bitte dem beiliegenden Kontrollzertifikat. Medizi-
nische Laboratorien sollten In-house Qualitatskontrollen mit eigenen Kontrollen und/oder
Poolseren nach nationalem Reglement durchfiihren.

Es wird empfohlen, dal sich jedes Labor seine eigenen Normalwerte, basierend auf eigener
Technik, Kontrollen, Ausrustung und Patientenpopulation erarbeitet.

Sollten die Werte der Kontrollen nicht die Validierungskriterien erfillen, ist der Test ungultig
und muss wiederholt werden.

Die folgenden Technischen Fakten sollten Uberprift werden: Haltbarkeitsdaten der Reagen-
zien, Lagerbedingungen, Pipetten, verwendete Gerate, Photometer, Inkubationsbedingungen
und Waschmethode.

Sollten die getesteten Proben ungewdhnliche Werte oder Abweichungen zeigen, oder wer-
den die Validierungskriterien aus unerfindlichen Griinden nicht erflllt kontaktieren sie bitte
den Hersteller oder den Lieferanten des Kits.

Die qualitative Auswertung erfolgt anhand des Vergleichs der optischen Dichte der Patien-
tenprobe mit der optischen Dichte des Cut-off Kalibrators. Liegt die optische Dichte der Pati-
entenprobe im Bereich von +/-20% des Cut-off Kalibrators, so ist diese als grenzwertig zu
bewerten. Bei einer héheren OD ist die Patientenprobe als positiv, bei einer niedrigeren OD
als negativ einzustufen.

Negativ: OD patient < 0,8 x OD cut-off
Grenzwertig: 0,8 x OD cut-off = OD patient = 1,2 x OD cut-off
Positiv: OD patient > 1,2 x OD cut-off
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9 Technische Daten
Probenmaterial: Serum
Probenvolumen: 10 pl Serum fir 1:101 Verdinnung mit 1x Probenpuffer
Gesamt-Inkubationszeit: 90 Minuten bei 20-32°C/68-89.6°F
Messbereich: 0-300 U/ml
Analytische Sensitivitat: 1,0 U/mi
Lagerung: bei 2-8°C/35-46°F in Originalflaschen.
Zahl der Bestimmungen: 96 Tests

10 Testdaten/Testcharakteristik

10.1 Analytische Sensitivitat
Die analytische Sensitivitdt des AESKULISA Serin-Prothrombin-Check von 1,0 U/ml wurde
durch 30 maliges Testen von Probenpuffer ermittelt.

10.2 Spezifitat und Sensitivitat
Die Mikrotiterplatte ist mit Phosphatidyl-Serin und humanem nativem Prothrombin beschich-
tet. Kreuzreaktivitdten mit anderen Antigenen konnten nicht nachgewiesen werden. Der
AESKULISA Serin-Prothrombin-Check Test zeigt eine diagnostische Spezifitdt von 93% und
eine diagnostische Sensitivitat von 89%.

10.3 Linearitat

Fur ausgewahlte Seren konnte ein linearer Zusammenhang zwischen Verdunnung und Anti-
koérperkonzentration in diesem Test ermittelt werden. Aufgrund der Heterogenitdt humaner
Antikoérper ist jedoch nicht auszuschlielRen, dass einzelne Seren ein nichtlineares Verhalten
zeigen.

Proben Verdinnung gemessene Konzentra- erwartete Konzentra- Wiederfindung

Nr. tion (U/ml) tion (U/ml) (%)
1 1/100 134,0 135,0 99,3
17200 64,3 67,5 95,3
17400 35,8 33,8 105,9
1/800 171 16,9 101,2

2 1/100 96,5 100,0 96,5
1/200 52,0 50,0 104,0

17400 23,8 25,0 95,2

1/800 11,8 12,5 94 .4
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Prazision

Zur Kontrolle der Assayprazision wurde mit drei Seren in verschiedenen Bereichen der Stan-
dardkurve die Intra- und Interassay-Varianz ermittelt.

Intra-assay Inter-assay
Proben Nr. Mittelwert CV (%) Proben Nr. Mittelwert CV (%)
(U/ml) (U/ml)
1 133,0 3,8 1 138,0 4.2
2 74,0 4,2 2 79,0 5,8
3 42,0 4.3 3 38,0 49

Kalibration

Das quantitative MeRsystem ist mangels eines internationalen Referenzstandards in vorlau-
figen Einheiten kalibriert. Die Ergebnisse werden in U/ml angegeben.
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