



































IL E-3155 ChromogenTMB - gebrauchsfertig

Inhalt: Chromogenes TMB (Tetramethylbenzydin)

Volumen: 1x12 ml

Farb-Code: braun

IL E-3080 Stopping Solution - gebrauchsfertig
Inhalt: Stopplésung: 1,0N HCI

Volumen: 1x12 ml

Farb-Code: weil3

Mégliche X
Gefahren: .
&

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden. \00

Bemerkung: \’{9
1. Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung. $
2. 1 pg der Kalibratorzubereitung ist aquivalent zu 40 mU des NIBSC IS 87/650. 6
5. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL \6
O
Folgendes Material wird benétigt, aber nicht mit dem Kit mitgeliefert: QK
1. Hochwertiges destilliertes Wasser (%)

2. Pipetten: 50 pl, 200 pl, 1 ml und 10 ml (Verwendung von Prézisi@%petten mit Einwegplastikspitzen

wird empfohlen) &
3. Vortex Mixer S\O
4. Magnetrihrer (%)
5. Horizontaler Schittler fir Mikrotiterplatte Kap. 700 rpm + 1 pm
6. Waschgerat fir Mikrotiterplatten LAY
7. Mikrotiterplatten-Lesegerat zur Auswertung bei 450 @490 nm und 650 nm (bei polychromatischer

Auswertung) oder zur Auswertung bei 450 nm und 650.nm (monochromatische Auswertung)

6. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN Q)\Q

Kalibratoren: \'\Q

Rekonstituieren Sie den Null-Kalibrator bis @i’ dem genau auf dem Etikett des Fldschchens angegebenen
Volumen mit dest. Wasser und die andqr&@(alibratoren mit 2 ml dest. Wasser.

Kontrollen: s%\
Rekonstituieren Sie die Kontrollen ml dest. Wasser.
Konjugatlosung: : 6

der Anzahl der benutzten @ciefungen folgend, verdinnen Sie das konzentrierte Konjugat mit dem
Konjugatpuffer in eine auberen Glasréhrchen: die zu pipettierenden Volumina entnehmen Sie
untenstehender Tabell%@sch herstellen wird empfohlen. Das verdiinnte Konjugat ist maximal eine Woche
bei 2 - 8 °C stabil.

Tabelle Konjugaty&ﬂnnung

Anzah@gr Konzentriertes . .

Verti\efﬁngen Konjugat Konjugatpuffer Arbeitsvolumen

o 8 50 pl 500 pl 550 pl

Q}% 16 100 pl 1000 pl 1100 l

\Z 24 150 pl 1500 pl 1650 l

1% 32 200 p 2000 pl 2200

48 300 pl 3000 pl 3300 pl

96 600 pl 6000 pl 6600 pl

Waschloésung:

Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschlésung aus einem Anteil Waschlésung (200x) mit 199
Anteilen dest. Wasser zu. Verwenden Sie einen Magnetriihrer zum gleichmaBigen Durchmischen. Werfen Sie
die nicht benutzte Waschlésung am Ende des Tages weg.

Version: 1.0 Effective: 2020-07-02 13/19



7. AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

o Vor dem Offnen oder der Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis zum Ablaufdatum (Angaben auf
Etikett) bei Lagerung bei 2 bis 8 °C stabil.

e Nicht verwendete Mikrotiterstreifen sollten bis zum Verfallsdatum dicht in der Folie verschlossen mit
Trockenmittel bei 2 bis 8 °C gelagert werden.

¢ Nach der Rekonstitution sind die Kalibratoren und Kontrollen bei 2 bis 8 °C 4 Tage stabil. Aliquots missen
bei ldangerer Aufbewahrung bei -20 °C eingefroren werden, dann sind sie 2 Monate haltbar. Vermeiden
Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.
Die konzentrierte Waschlésung ist bei 18 - 25 °C bis zum Verfallsdatum haltbar.
Frisch zubereitete Waschlésung sollte am selben Tag benutzt werden.
Nach der ersten Benutzung ist das Konjugat bei Aufbewahrung im OriginalgefaB und bei 2 bis 8 °C bis
zum Ablaufdatum stabil. .

e Veranderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen ein Anzeichen flr Instabilitdt oder Zerf in.

8. PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG \"Q@

e Das Serum muss so schnell wie méglich vom Blutgerinnsel der roten Zellen nachN&erinnung und
Zentrifugation getrennt und bei 4 °C aufbewahrt werden. Werden die Proben ni direkt benutzt,
mussen sie bei -70 °C flir maximal 1 Jahr gelagert werden. (%)

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen. .
Vor Gebrauch missen alle Proben 18 - 25 °C erreichen. Vortexmischen deldpx}ben wird vor Gebrauch
empfohlen. Q

a

wahrend des Sammelns ergriffen werden mussen, um Unreinheite gesammelten Material, die die
TNF-a Produktion durch Blutzellen stimulieren und somit Serum TN erte falschlich steigern kénnten,
zu vermeiden. s\oﬁ

e Sammelréhrchen dirfen kein Pyrogen enthalten.

e Die Bedingungen der Probennahme kénnen Werte beeinflussen, wesl'%grenge VorsichtsmaBnahmen

(\%
9. DURCHFUHRUNG - O
&
9.1 Bemerkungen zur Durchfiihrung KQ
e Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nach Ablaufdatum.
e \Vermischen Sie Materialien von unterschiedlicher\Kit-Chargen nicht. Bringen Sie alle Reagenzien vor der
Verwendung auf 18 - 25 °C. %]

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben gr, ich durch sanftes Schitteln oder Riihren.

Flihren Sie Kalibratoren, Kontrollen und Pé&en doppelt aus. Vertikale Ausrichtung wird empfohlen.
Verwenden Sie zur Zubereitung der Wa{dw Osung reinen Kunststoffbehalter.

Verwenden Sie saubere Einwegpipett@pitzen, um Kreuzkontamination zu vermeiden.

Verwenden Sie zur Pipettierung de<'9.|bstratlésung und der Stoppldsung keine Pipetten mit Metallteilen.
Prazisionspipetten oder ein auto isches Pipettiersystem erhéhen die Prazision.

Achten Sie auf die Einhaltung@er Inkubationszeiten.

Zur Vermeidung von Drift s die Zeit zwischen dem Pipettieren des ersten Kalibrators und der letzten
Probe auf die Zeit beschrdrtkt werden, die in Abschnitt 12.5 (Zeitverzégerung) erwahnt wird.

e Erstellen Sie flr jede@)urchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie nicht die Daten von friheren
Durchlaufen. \"Q

Pipettieren Sie d&%‘iubstratlésung innerhalb von 15 Minuten nach dem Waschen der Mikrotiterplatte.
Wahrend deréﬁk ation mit der Substratlésung ist die Mikrotiterplatte vor direktem Sonnenlicht zu
schitzen.

Version: 1.0 Effective: 2020-07-02 14/19



9.2 Durchfiihrung

1. Wahlen Sie die erforderliche Anzahl der Streifen flir den Lauf aus. Nicht verwendete Mikrotiterstreifen
sollten wieder dicht in der Folie verschlossen mit Trockenmittel bei 2 bis 8 °C gelagert werden.
2. Befestigen Sie die Streifen im Halterahmen.
3. Pipettieren Sie 50 pl Inkubationspuffer in alle Wells.
4. Pipettieren Sie jeweils 200 pl Kalibrator, Kontrolle und Probe in die entsprechenden Wells.
5. Inkubieren Sie 2 Stunden bei 18 - 25 °C auf horizontalem Schittler bei 700 rpm £ 100 rpm.
6. Saugen Sie die Flissigkeit aus jedem Well ab.
7. Waschen Sie die Platte dreimal: X,
e pipettieren Sie 0,4 ml Waschlésung in jeden Well \17\
e saugen Sie der Inhalt jedes Wells ab \‘Q@
Pipettieren Sie 100 pl Null-Kalibrator in alle Wells. $\5{€\
Pipettieren Sie 50 pl Anti- TNF-a -MRP-Konjugat in alle Wells. 6
10. Inkubieren Sie 2 Stunden bei 18 - 25 °C auf horizontalem Schittler bei 700 rpm éeroo rpm.
11. Saugen Sie die Flissigkeit aus jedem Well ab. Q) )
12. Waschen Sie die Platte dreimal: QK
e pipettieren Sie 0,4 ml Waschldsung in jeden Well 0%6
e saugen Sie der Inhalt jedes Wells ab L
13. \Ij\i/p(lelttieren Sie 100 pl der Substratlésung innerhalb von 15 Minu&q nach dem Waschvorgang in jeden
ell.
14. Inkubieren Sie die Mikrotiterplatte 15 Minuten bei 18 - 25’\*@auf horizontalem Schittler bei 700 rpm +
100 rpm; vermeiden Sie direktes Sonnenlicht. \)0
15. Pipettieren Sie 100 ul der Stoppldésung in jeden WeH-}g
16. Werten Sie die Absorptionen bei 450 nm und 4 b&m (Referenzfilter 630 nm oder 650 nm) innerhalb
30 Minuten aus und berechnen Sie die Resu‘g@éwie in Abschnitt 10 beschrieben.
v
10. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE O

10.1 Polychromatische Auswertung 6\0

PN

Ul

<

.

In diesem Fall werden die Daten @S‘ch die Software verarbeitet.

Die Platte wird zunéachst bei, m gegen einen Referenzfilter auf 650 nm (oder 630 nm) ausgewertet.
Eine zweite Auswertung e bei 490 nm gegen denselben ReferenZzfilter.

Die Software steuert Lesegerat automatisch und integriert beide Auswertungen in ein
polychromatisches Mo@ll. Diese Technik kann ODs bis 10 erstellen.

Das Prinzip der pol matischen Datenauswertung funktioniert wie folgt:

e Xi = OD bei nm

e Yi = 0D bei m

e Standard nicht gewichtet lineare Regression, Parameter A & B werden berechnet: Y = A*X + B

e Wenn %Xi@&3 0D Einheiten, dann X berechnet = Xi

. Wenr\%> 3 OD Einheiten, dann X berechnet = (Yi-B)/A

» DietKalibrationskurve wird unter Verwendung einer 4 Parameter logistischen Kurve erstellt.

. TNF-a -Konzentration in den Proben wird durch Interpolation auf der Kalibrationskurve bestimmt.

%
10.2Q§:hromatische Auswertung

1.
2.
3.

Werten Sie die Platte bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650 nm (oder 630 nm) aus.

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den c.p.m. (Ordinate) fir jeden
Standard gegen die entsprechende Konzentration TNF-a (Abszisse) und zeichnen Sie eine
Kalibrationskurve durch die Kalibrationspunkte, indem Sie die eingetragenen Punkte durch gerade Linien
verbinden.

Berechnen Sie die Konzentration fir jede Kontrolle und Probe durch Interpolation aus der
Kalibrationskurve.

Computergestiitzte Methoden kénnen ebenfalls zur Erstellung der Kalibrationskurve verwendet werden.
Falls die Ergebnisberechnung mit dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit
einer “4 Parameter”-Kurvenfunktion.
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11. TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kdénnen nicht als Ersatz fir die
Echtzeitstandardkurve verwendet werden.

TNF-a -ELISA OD Einheiten
Polychromatisches Modell

Kalibrator 0 pg/ml 0,045
6,8 pg/mi 0,120

18 pg/mi 0,259

52 pg/mi 0,619

176 pg/ml 1,435

518 pg/ml 3,237

12. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

12.1 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei Standar

Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer Kalibratoren gg
gemessenen Durchschnittswert bei Nullbindung, entsprach 0,7 pg/mil.

12.2 Spezifitait

Es wurde keine signifikante Kreuzreaktion beobachtet beim Vorhanden
IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF-B, IFN-a, IFN-B, IFN-y, TGF-B
MCP-1, G-CSF und RANTES. Dieses TNF-a Assay ist spezifisch fur

O
Q&

sen.
eichungen Uber dem

on 50 ng von IL-1a, IL-1B, IL-2,

sgf?’

-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-18, LIF,

h\ anes natirliches und rekombinantes

TNF-a. S
. )
12.3 Prazision f\\}
Intra Assay ¢ > Inter Assay
Serum | N <X> + SD (pg/ml) CV (%) |cSerum | N | <X> £ SD (pg/ml) CV (%)
A 20 91 + 6 6,6 { A 24 122 +5 4,5
B 20 526 + 33 6;%@ B 24 431 + 14 3,3

SD: Standardabweichung; CV: Variationskoeéient

12.4 Genauigkeit %\O(\
Wiederfindungstest @K
Probe zuge & nes TNF-a wiedergefundenes TNF-a Wiederfindung

ébg/ml) (pg/ml) (%)

Serum 1 ~ 0 6,2 -

\(@ 38,4 43,3 97
S 83,9 90,0 100

(‘§ 188,3 192,5 99

Q 408,2 376,2 91

Serum 2@, 0 3,8 -
R 38,4 45,5 108
") 83,9 91,2 104

’b% 188,3 162,2 84

N7 408,2 379,2 92
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Verdlinnungstest

Version: 1.0

Probe Verdiinnung Theoretische Konz. Gemessene Konz.
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 1 1 - 436,5
2 218,3 212,4
4 109,1 104,8
8 54,6 59,5
16 27,3 31,7
Serum 2 1 - 420,2
2 210,1 211,2
4 105,0 98
8 52,5 58,3 .
16 26,3 30,7 N\
Q@
Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdinnt. \(\\.
12.5 Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe $,\\

Es wird im Folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann gewahrleisteist, wenn die Probe
30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators in die beschichteten R6hrchen zugegeben o

KO
to 30 min 45 min Q
SC1 202 183 222 OQQ
SC2 506 520 565
] o)
13. INTERNE QUALITATSKONTROLLE )

e Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Fléschchen’\'*@gegebenen Soll-Werten, kénnen die Werte,
ohne treffende Erklarung der Abweichungen, nicht weit rarbeitet werden.

e Falls zusatzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jed&s Labor seinen eigenen Pool herstellen, der in
Aliquots eingefroren werden sollte. Kontroll mit erhdohten Azidkonzentrationen stdéren die
Enzymreaktion und kdnnen nicht verwendet wer:

o Akzeptanzkriterien flr die Differenz zwische
mussen auf Guter Laborpraxis beruhen.

e Es wird empfohlen, Kontrollen im Assay(CyoutinemaBig wie unbekannte Proben zu behandeln, um die
Assayvarianz zu messen. Die Leistur@des Assay muss mit den Qualitatskontrollkarten der Kontrollen
Uberprift werden. N\

e Es hat sich bewdhrt, die durch de E%mputer ausgewahlte Kurvenanpassung visuell zu Gberprifen.

14. REFERENZ INTERVALLE . 64
N\

Resultaten der Wiederholungstests anhand der Proben

Diese Werte sind nur Richtw&@é; jedes Labor muss seinen eigenen Normalwertbereich ermitteln.
Zur Orientierung: Die Erggbnisse von 30 Serumproben augenscheinlich gesunder Personen mit niedrigen
CRP Werten, liegen innerhalb der Bandbreite von 4,6 und 12,4 pg/ml.

15. VORSICHTSM%§;E&HMEN UND WARNUNGEN

sicherheit ¢

Nur fur diagﬁbstische Zwecke.

Die me lichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit europdischen und in den USA erprobten FDA-
Metho getestet, sie waren negativ fir HBSAG, anti-HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode
k \Qjedoch vollkommene Sicherheit dariber liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis,
AIRS oder andere Infektionen Ubertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien, Serum oder
Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den Sicherheitsbestimmungen erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren gesammelt. Komponenten von
Rindern stammen aus Landern in denen BSE nicht nachgewiesen wurde.

Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, als potenziell infektiés betrachtet
werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit allen Reagenzien; Stopplésung enthdlt HCI, Bei Kontakt grindlich mit
Wasser spllen.

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsbereich, und verwenden Sie keine Kosmetika.
Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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17. ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS S\O
&
\)
) ’\O
Kalibratoren (”I)\C}' Probe(n) / Kontrollen (ul)
QO

Inkubationspuffer \' 50
Kalibratoren (0 - 5) 200\0 -
Proben, Kontrollen \(\ 200

2 Stunden bei 18 - 25 °C unter standigem éUtteln bei 700 rpm inkubieren.
Inhalt jedes Wells absaugen. QO
Dreimal mit 400 ul Waschlésung was%\g und absaugen. .

AY
Null-Kalibrator AQ’ 100 100
Anti- TNF-a -MRP Konjugat ‘\\é~ 50 50
A

2 Stunden bei 18 - 25 °%|Ater stdndigem Schitteln bei 700 rpm inkubieren.
Inhalt jedes Wells ab
Dreimal mit 400 p )&a chIosung waschen und absaugen

chromogene I@%g 100 100
(2)

30 ml%@ﬁl 18 - 25 °C unter standigem Schiitteln bei 700 rpm inkubieren.

Q}pplosung 100 100

Auf einem Mikrotiterplatten-Lesegerat auswerten und Absorption jedes Wells bei 450 nm (gg. 630
oder 650 nm) und 490 nm (gg. 630 oder 650 nm) vermerken.
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