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Gebrauchsanweisung für Reagenzien der 
Komplementbindungsreaktion (KBR)

Reagenzien zur Benutzung durch Fachpersonal für die In-vitro 
Bestimmung von komplementbindenden Antikörpern gegen 
verschiedene Krankheitserreger im Serum.
V  11. 09/01-1

1. Einleitung
Komplement bezeichnet ein System von funktionell gekoppelten Serumproteinen, die 
für mehrere wichtige Funktionen bei der Infektabwehr verantwortlich sind. Durch Im-
munkomplexe wird Komplement aktiviert und verbraucht. Eine spezifische Aktivierung 
erfolgt nur unter Beteiligung der Immunglobuline IgG1, IgG2, IgG3 und IgM, wobei 
letztere besonders effektiv sind. Deshalb können hohe KBR Titer ein Hinweis sein auf 
das Vorhandensein von IgM-Antikörpern und damit auf eine erst kurz zurückliegende 
Infektion oder auf sehr hohe IgG Antikörperspiegel, wie diese nach einer Reinfektion 
oder endogenen Reaktivierung zu erwarten sind.

2. Methode
Mikromethode nach KOLMER-Technik (Kältebindung bei 2-8° C über Nacht) entspre-
chend DIN 58 969 und den Empfehlungen der Sachverständigenkommission der WHO.

3.  Testprinzip
Zum Testserum wird ein spezifisches Antigen gegeben. Sind spezifische Antikörper ge-
gen das Antigen vorhanden, bilden sich Immunkomplexe aus. Zugeführtes Komplement 
wird von diesen Immunkomplexen aktiviert und dabei verbraucht. Werden danach sen-
sibilisierte Erythrozyten dosiert zugegeben, kommt es zur Lyse der Erythrozyten, wenn 
noch genügend Komplement vorhanden ist (d.h. kein Immunkomplex gebildet wurde). 
Wurde das Komplement verbraucht, bleiben die Erythrozyten intakt und ergeben nach 
Zentrifugation ein Knöpfchen (Hämolyse-Hemmung) am Boden der Mikrotiterplatte. 
Eine semiquantitative Bestimmung wird durch Verdünnungsreihen der Patientenseren 
ermöglicht.

4. Reagenzien
Vorbereitung auf den Ansatz, Lagerung und Haltbarkeit

4.1 Antigen / Kontrollantigen

Bestellnummer
siehe
Produktliste

lyophilisiert; rekonstituieren in Aqua dest. gemäß der Angabe 
auf dem Etikett; Konservierungsmittel: 0,01 % Thiomersal; Ge-
brauchsverdünnung: Verdünnung gemäß der Angabe auf dem 
Etikett in KBR Puffer herstellen

Lagerung und Haltbarkeit: unverdünnt bei 2-8° C: 1 Woche
in Portionen bei - 20° C: 2 Monate

Antigene, die aus infizierten Zellen isoliert werden, enthalten Bestandteile aus der 
Wirtszelle. Dies kann bei vereinzelten Seren durch vorhandene Antikörper gegen solche 
Bestandteile zu falsch positiven Ergebnissen führen. Zur Erkennung dieser unspezifi-
schen Reaktionen werden Kontrollantigene eingesetzt. Es handelt sich hier um entspre-
chend zur Antigenherstellung aufgearbeitetes, nicht infiziertes Zellmaterial der jeweili-
gen Zelllinie. Das Kontrollantigen wird analog zum Antigen in der KBR eingesetzt.

4.2 Positive und negative Kontrollseren

Bestellnummer
siehe
Produktliste

lyophilisiert; in 0,1 ml Aqua dest. rekonstituieren; Konservie-
rungsmittel: <0,1 % Natriumazid; Gebrauchsverdünnung:  
1 : 10 Verdünnung in KBR Puffer herstellen; 30 Min. bei 56° C 
im Wasserbad inaktivieren.

Lagerung und Haltbarkeit: bei 2-8° C unverdünnt: 2 Monate; verdünnt: 1 Woche 

4.3 Komplement

Bestellnummer
9001

lyophilisiert; in 1 ml Aqua dest. rekonstituieren, stabilisiert 
in Borsäure;  Gebrauchsverdünnung: Verdünnung gemäß der 
Angabe auf dem Etikett in KBR Puffer herstellen

Lagerung und Haltbarkeit: als Lyophilisat bei 2-8° C bis zum Verfallsdatum 
(siehe Etikett); gelöst in 1 ml Aqua dest. bei  
2-8° C: 4 Wochen
Gebrauchsverdünnung immer frisch ansetzen!

 
4.4 Ambozeptor (hämolysierendes Anti-Schaferythrozyten Serum)

Bestellnummer
9002, 2 ml

Konservierungsmittel: <0,1 % Natriumazid; Gebrauchsver-
dünnung: 1 : 2500 Verdünnung in KBR Puffer herstellen

Lagerung und Haltbarkeit: bei 2-8° C unverdünnt bis zum Verfallsdatum (Etikett)
Gebrauchsverdünnung immer frisch ansetzen!  

4.5 KBR Puffer (CFTB)

Bestellnummer
9009
1 x 2 Liter

Inhalt eines Fläschchens (Pulver) in 2 Liter Aqua dest.  
auflösen; pH 7,3 +/- 0,1
Nach Auflösung des Pulvers gebrauchsfertig

Lagerung und Haltbarkeit: als Pulver bei 2-8° C bis zum Verfallsdatum (siehe 
Etikett), aufgelöst bei 2-8° C: 12 Wochen 

4.6 Erythrozyten
50 % Vollblut-Suspension in Alsever-Puffer (Hammel-Erythrozyten)

Bestellnummer
9004
50 ml

Gebrauchsverdünnung: Gebrauchsverdünnung: Erythrozyten 
in physiologischer Kochsalzlösung oder KBR Puffer waschen, 
photometrische Einstellung auf 1 % mit KBR Puffer

Lagerung und Haltbarkeit: bei 2-8° C unverdünnt bis zum Verfallsdatum
(siehe Etikett), 1 % Suspension: 1 Woche

 
1 % Erythrozyten Suspension

Bestellnummer
9008
50 ml

gebrauchsfertig zur Herstellung des Hämolytischen Systems

Lagerung und Haltbarkeit: bei 2-8° C bis zum Verfallsdatum (siehe Etikett)

4.7 Gebrauchsfertiges Hämolytisches System

Bestellnummer
9000
50 ml

gebrauchsfertig

Lagerung und Haltbarkeit: bei 2-8° C bis zum Verfallsdatum 
(siehe Etikett)

Bei Einsatz des gebrauchsfertigen Hämolytischen Systems wird eine 
höhere Komplementkonzentration (ca. Faktor 1,4) erforderlich, so dass 
sich z.B. statt einer 1:55 eine 1:40 Verdünnung ergibt.

das Hämolytische System vorsichtig schütteln und die für den Test benötigte Menge      	•	
 	 entnehmen

das Hämolytische System für 30 Minuten bei 37° C inkubieren•	
je 50 µl/Kavität zum Test pipettieren und mit dem Testansatz wie bisher fortfahren.•	
die Auswertung erfolgt wie bisher.•	
leicht verlängerte Lysiszeiten (maximal bis zu 10 Minuten) anhand der Komplement	•	

 	 kontrolle kontrollieren.
Zusätzlich benötigte Materialien: Übliche Laborausrüstung, Mikrotestplatten in U-Form, 
Aqua dest., Zentrifuge mit Einsatz für Mikrotestplatten (optional).

5. Probenmaterial
Serum
(Kein Plasma verwenden! Bei Verwendung von Citrat- oder EDTA-Plasma wird die Kon-
zentration an wichtigen Ionen für die KBR reduziert.)

6. Vorversuche
Alle Reagenzien der Institut Virion\Serion GmbH sind normiert, so dass Vorversuche 
zur Einstellung von Ambozeptor und Komplement entfallen. Falls durch Verwendung 
anderer Reagenzien dennoch Vorversuche nötig werden, können auf Anfrage entspre-
chende Anleitungen zur Verfügung gestellt werden.

7. Probenvorbereitung und Lagerung
0,1 ml Patientenserum mit 0,9 ml KBR Puffer verdünnen•	
30 Minuten bei 56° C im Wasserbad inkubieren (Inaktivierung des endogenen  •	

	 Komplements)
Verdünnte Seren können gut verschlossen eine Woche bei 2-8° C gelagert werden. Vor 
jeder Untersuchung müssen die Proben nochmals 10 Minuten bei 56° C im Wasserbad 
inaktiviert werden.
Manche Seren zeigen in der KBR eine sogenannte „Eigenhemmung‘‘. Unter dem Begriff 
Eigenhemmung werden antikomplementäre Serumeigenschaften zusammengefasst. Im 
Testansatz stellt sich das Phänomen als positive KBR-Reaktion (Hämolyse-Hemmung) 
dar, die in der Serumkontrolle (Ansatz ohne Antigenzugabe) sichtbar wird. Eigenhem-
mung kann durch zirkulierende Immunkomplexe, Rheumafaktoren, Medikamente (Dex-
trane) bedingt sein oder wird bei hämolytischen bzw. kontaminierten Seren sowie nach 
wiederholtem Einfrieren und Auftauen der Seren beobachtet. Durch eine Vorbehand-
lung mit unverdünntem Komplement können diese Seren in der KBR getestet werden.
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8.  Vorbehandlung eines Serums mit Eigenhemmung
Zur Vorbehandlung wird das Serum 1:1 mit Komplement verdünnt, z.B. 100 µl Serum 
(unverdünnt) + 100 µl Komplement (unverdünnt). Danach erfolgt 30 Minuten Inkuba-
tion bei 37 °C im Wasserbad oder 60 Minuten bei Raumtemperatur. Nach Zugabe von 
800 µl KBR Puffer wird der Ansatz bei 56° C für 30 Minuten inaktiviert (Wasserbad). 
Das Serum ist nun 1:10 verdünnt und kann direkt in der KBR eingesetzt werden. Bleibt 
die Eigenhemmung trotz Vorbehandlung bestehen, muss die Untersuchung mit einem 
neuen Serum des Patienten durchgeführt werden. Patientenseren, die wiederholt Ei-
genhemmung aufweisen, sollten auf das Vorliegen eines pathologischen Geschehens 
(z.B. Autoimmunerkrankungen, Paraproteinämien) hin untersucht werden.  

9. Durchführung Mikro-KBR

Mikrotestplatten (U-Form) beschriften und Protokollblatt anlegen. Pro Antigen mög-
lichst 1 Mikrotestplatte benutzen (geringfügig variable Hämolyse-Zeiten der verschie-
denen Antigene). Wird das Mitführen eines Kontrollantigens notwendig, dann muss das 
Serum in zwei parallelen Ansätzen (Antigen und Kontrollantigen) auf einer Mikrotiter-
platte untersucht werden. Für jedes Antigen müssen ein positives und ein negatives 
Kontrollserum sowie eine Komplementkontrolle mitgeführt werden!

Beispiel Bestückung der Mikrotestplatte

Ansatz für jedes Patientenserum bzw. Kontrollserum
Puffervorlage: 25 µl KBR-Puffer in die Kavitäten 1, sowie 3 bis 6 in einer Reihe 		 •	

	 tropfen
25 µl Serumverdünnung (1:10, Patienten bzw. Kontrollen) in die Kavitäten 1, 2 und 	•	

	 3 pipettieren 
jeweils 25 µl Serumverdünnung ab Kavität 3 übertitrieren, aus der 6. Kavität 25 µl 	•	

	 verwerfen; es entsteht eine Verdünnungsreihe von 1:10 (in Kavität 1 und 2) bis 		
	 1:160 (in Kavität 6)

25 µl der Antigen- bzw. Kontrollantigen-Gebrauchsverdünnung in die Kavitäten 2 bis 	•	
	 6 tropfen; die Kavität 1 wird zur Überprüfung von Eigenhemmungen nicht mit Anti-	
	 gen befüllt (Serumkontrolle)

25 µl der Komplement-Gebrauchsverdünnung in die Kavitäten 1 bis 6 tropfen•	

Ansatz der Komplementkontrolle
25 µl KBR Puffer in die Kavitäten Nr. 3, 4 und 5 in einer Reihe tropfen•	
25 µl Komplement in Kavität 2 und 3 pipettieren•	
jeweils 25 µl Komplementverdünnung ab Kavität 3 übertitrieren, aus der 5. Kavität 	•	

	 25 µl verwerfen; es entsteht eine Verdünnungsreihe von 2, 1, 0,5 und 0,25 Komple-	
	 menteinheiten

25 µl KBR Puffer und 25 µl Antigen bzw. Kontrollantigen in die Kavitäten 2-5 tropfen; •	
	 Platte abdecken und 16-20 Stunden bei 2-8° C inkubieren

Vorbereitung des Hämolytischen Systems
Ambozeptor-Gebrauchsverdünnung und 1 % Erythrozyten-Suspension (vorher sind die 
abgesetzten Erythrozyten durch vorsichtiges Schütteln wieder in Suspension zu brin-
gen) zu gleichen Teilen mischen und 30 Minuten bei 37° C im Wasserbad inkubieren 
(Sensibilisierung).

Mikrotestplatten mit Ansatz vom Tag 1
Platten mit Ansätzen des Vortages 30 Minuten bei 37° C im Brutschrank vorwärmen 	•	

	 (nicht mehr als 4 Platten stapeln)
50 µl frisch vorbereitetes Hämolytisches System in alle Kavitäten/Ansätze pipettie-	•	

	 ren; Platten schütteln
Inkubation bei 37° C im Brutschrank für 15- 30 Minuten (Platten möglichst einzeln 	•	

	 stellen, jedoch max. 4 Platten stapeln); nach 15 Minuten Hämolysekontrolle, vorher 	
	 nochmals schütteln

Wenn die Komplementkontrolle mit 2 und 1 Einheit eine komplette Hämolyse zeigt, 	•	
	 wird die Inkubation abgebrochen; hierzu wird die Platte bei 2000 upm für 5 Minu-	
	 ten zentrifugiert; die Ablesung sollte dann innerhalb 30 bis 60 Minuten erfolgen

Tag 1

Tag 2

Ansatz mit Antigen Ansatz mit Kontrollantigen

SK*	 1:10	 1:20	 1:40 	 1:80 	 1:160 	 SK* 	 1:10	 1:20	 1:40 	 1:80	 1:160

Komplementeinheiten der Komplementkontrolle
*SK = Serumkontrolle (Ansatz ohne Antigen)

Falls die Platten nicht zentrifugiert werden können, diese aus dem 
Brutschrank nehmen und nach 30 bis spätestens 60 Minuten ablesen.

Auswertung / Ablesen
Beim Ablesen wird 	 eine 	 100 % ige	 Hämolyse-Hemmung mit	 4
	 eine	 75 % ige	 Hämolyse-Hemmung mit	 3
	 eine 	 50 % ige 	 Hämolyse-Hemmung mit	 2
	 eine	 25 % ige 	 Hämolyse-Hemmung mit	 1
	 Spuren von 	 Hämolyse-Hemmung mit	 +/-
	 eine 	 komplette 	 Hämolyse mit		  0

bezeichnet. Als positiv werden die Ergebnisse 3 und 4 bewertet.

Testgültigkeitskriterien
Die Negativkontrolle muss negativ bewertet werden.•	
Die Positivkontrolle muss den auf dem Etikett angegebenen Titer +/- 1 Titerstufe  	•	

	 erreichen.
Die Serumkontrolle muss negativ bewertet werden, sonst Hinweis auf Eigen-		 •	

	 hemung des Serums.
Die Komplementkontrolle muss bei 2 und 1 Einheit eine 100 % ige Hämolyse, bei 	•	

	 0,5 und 0,25 Einheiten eine Hämolyse-Hemmung vorweisen.

10. Schutzmaßnahmen und Entsorgung
Für die Handhabung der Testreagenzien und der Patientenproben gel-
ten die anerkannten Laborregeln:

Alle Kontrollseren sind negativ für HBs-Ag-, anti-HCV- sowie anti-HIV-Antikörper; 	•	
	 Antigene und Kontrollantigene werden nach anerkannten Methoden inaktiviert.

Kontrollseren, Antigene und Kontrollantigene ebenso wie die Patientenseren müs-	•	
	 sen dennoch als potentiell infektiös betrachtet werden. Daher sind die Materialien, 	
	 welche nach der Testdurchführung nicht weiter benutzt werden, zu autoklavieren.

In Bereichen, in denen mit Testreagenzien oder mit Patientenproben gearbeitet 		•	
	 wird, nicht essen, trinken oder rauchen.

Beim Umgang mit Testreagenzien und Patientenproben direkten Kontakt durch das 	•	
	 Tragen von Laborkitteln, Einweghandschuhen und Schutzbrillen vermeiden. Hände 	
	 anschließend gründlich reinigen.

Reagenzien unzugänglich für Kinder aufbewahren.•	
Zur Entsorgung beachten Sie bitte die jeweils gesetzlichen Vorschriften.

11. Leistungsmerkmale - zu erwartende Werte
Die KBR kann komplementbindende Antikörper der Klassen IgG1, IgG2, IgG3 und IgM 
nachweisen. Bestimmungen aus nur einer Probe erlauben keine zuverlässige Aussage 
über eventuelle Infektionen oder deren Stadium. Wegen der fehlenden Differenzierung 
der Antikörperklassen sind zur Beurteilung von Infektionsstadien (frisch, rekurrierend, 
chronisch) wiederholte Bestimmungen nötig.
Zur sicheren Befundinterpretation sollten zwei verschiedene Serumproben, die im Ab-
stand von ein bis zwei Wochen gewonnen wurden, untersucht werden. Ein mindestens 
4-facher Titeranstieg in 2 aufeinanderfolgenden, parallel untersuchten Serumproben 
gilt als beweisend für eine akute Infektion. In beiden Serumproben gleichmäßig er-
höhte KBR-Titer lassen auf eine kurz zurückliegende oder noch anhaltende Infektion 
schließen. Die Differenzierung zwischen diesen beiden Möglichkeiten erfordert zusätz-
liche Diagnoseverfahren (IgM- und IgG-spezifische Teste). Ein Titerabfall in zwei aufein-
anderfolgenden Serumproben zeigt eine kürzlich durchgemachte Infektion an.
Entsprechend dieser Charakteristik kann die KBR als Suchtest für akute Infektionen 
verwendet werden. Zur Bestimmung der Immunitätslage (Serumnarbe, Immunschutz) 
ist die KBR jedoch nicht geeignet. Hierzu müssen ergänzende Testverfahren (ELISA, IFT 
usw.) herangezogen werden.
Besondere Bedeutung hat die KBR für die Diagnostik von Reinfektionen und endogenen 
Reaktivierungen, die von der KBR auch bei negativem IgM-Antikörpernachweis (in ei-
nem anderen erregerspezifischen Testsystem) angezeigt werden können.
Negative KBR-Ergebnisse schließen einen akuten Infekt nicht sicher aus. Dies gilt ins-
besondere dann, wenn es sich um lokalisierte Infektionen ohne ausreichenden Kontakt 
zum Immunsystem (z.B. Gonorrhoe, Mykoplasmen, Chlamydien, Herpes-Simplex), um 
immunsupprimierte Patienten (z.B. AIDS, Transplantatempfänger) oder um Kleinkinder 
handelt (niedrige Immunglobulinspiegel). In solchen Fällen müssen ergänzende Teste 
herangezogen bzw. sollte eine Erregerisolierung durchgeführt werden.
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της ψευδοπολιομυελίτιδας B1-B6  / Wirusy Coxsackie B1-B6 / Virus Coxsa-
ckie B1-B6 / virus coxsasckie B1-B6 / Coxsackie vírus B1-B6/ Кокссаки вирус 
(С-вирус) В1-В6
Coxsackievirus Pool (A9, B1-B6)/ Coxsackie, virus Pool (A9, B1 - 6) / Coxsa-
ckie-virus Pool (A9, B1 - 6) / Agrupamento de vírus Coxsackie (A9, B1 - 6) / Ιός 
της ψευδοπολιομυελίτιδας Pool (A9, B1 - Β6) / Pula wirusów Coxsackie (A9, 
B1 - B6) / pool vírusov  Coxsackie (A9, B1-B6) / Skupina virusov Coxsackie 
(A9, B1-B6) / skupina virů coxsackie (A9, B1 – 6) / Coxsackie vírus (A9, B1-
B6) keverék/ совокупность Кокссаки вирусов (С-вирусов) (А9, В1-В6)
Cytomegalovirus / Cytomegalo, virus / Cytomegalo-virus / Citomegalovírus 
/ Κυτταρομεγαλοιός /  cytomegalovírus / Citomegalovirus/ cytomegalovirus/ 
цитомегаловирус
Epstein-Barr Virus / Epstein-Barr, Virus / Epstein-Barr-Virus / Vírus Epstein-
Barr / Ιός Epstein - Barr / Wirus Epsteina i Barra / vírus Epsteina a Barrovej 
/ Virus Epstein-Barr / virus Epsteina a Barrové / Epstein-Barr Vírus / вирус 
Эпштейна-Барра
Echovirus Pool (4, 6, 9, 14, 24, 30) / Echo, virus-Pool (4, 6, 9, 14, 24, 30) / 
Echo-virus-Pool (4, 6, 9, 14, 24, 30) / Agrupamento de Echovírus (4, 6, 9, 14, 
24, 30) / Εντερικός ιός Pool (4, 6, 9, 14, 24, 30) / Pula wirusów ECHO (4, 6, 9, 
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Symbole auf den Etiketten/ symbols on labels/ Symbole sur les étiquet-
tes/ Símbolos en las etiquetas/ Simboli sulle etichette/ Símbolos nos 
rótulos / Symboler på etiketterna/ Symboler på etiketterne/ Etikettien 
symbolit/ Symbolen op de etiketten/ Symboler på etikettene/ Σύμβολα 
στις ετικέτες / Symbole na etykietach / symboly na nálepkách / Oznake 
na nalepkah / Symboly označení na obalu / jelölés a címkén/ Символы 
на этикетках (V 09/01-1)

Charge/ lot/ Lot/ lote/ carica/ lote/ parti/ Parti/ erä/ Charge/ lot nr. / Παρτίδα / Nr 
serii /šarža / Serija /Šarže / gyártási szám/ партия	
Referenz oder Bestellnummer/ reference or order number/ Référence ou nu-
méro de commande/ referencia o número de pedido/ codice di riferimento 
o di commissione/ referência ou número de encomenda/ referens eller be-
ställningsnummer/ Reference eller bestillingsnummer/ viite tai tilausnumero/ 
Referentie of bestelnummer/ referanse eller bestillingsnummer / Aριθμός 
παραγγελίας ή αναφοράς / Nr odniesienia lub nr zamówieniowy / referen-
cia alebo číslo objednávky / Referenčna številka ali številka za naročanje /
Referenční číslo nebo číslo objednávky / hivatkozási vagy rendelési szám/ 
ссылка или номер заказа
Lagern zwischen x und y Grad Celsius/ store between x and y degree cel-
sius/ A conserver entre x et y °C/ almacenar entre “x” y “y” grados Celcio/ 
conservare fra x e y gradi centigradi/ armazenar entre x e y graus Celsius/ 
lagra mellan x och grader Celcius/ Opbevares mellem x og y grader Celcius/ 
Säilytys x - y Celsius-asteen lämpötilassa/ Bewaren tussen x en y graden 
Celcius/ oppbevares mellom x og y grader Celsius/ Αποθήκευση μεταξύ x και y 
βαθμούς Κελσίου / Przechowywać w temperaturach od x do y stopni Celsjusza 
/ skladujte pri teplote medzi x a y ° C / Shranjujte pri temperaturi med x C in 
y C /uchovávejte při teplotě od x do y °C / tárolás x és y Celsius fok között/ 
хранить при температуре от х до y градусов Цельсия
CE-Markierung bei Erfüllung der IVD Richtlinie 98/79 EG/ CE marking accor-
ding to IVD guideline 98/79 EC/ CE marquage conforme aux IVD directives 
98/79 EC/ marcación CE según directriz de IVD 98/79 CE/ contrassegno CEE 
secondo direttive IVD 98/79 CEE/ marcação CE segundo a directiva dos IVD 
98/79 CE/-markering enligt IVD direktiv 98/79 EG/ CE-mærkning i henhold 
til IVD direktivet 98/79 EF/ CE-merkintä vastaa IVD-direktiiviä 98/79 EY/ CE 
markering volgens IVD richtlijnen 98/79 EG/ CE merket i følge IVD 98/79 EC/ 
Σήμανση CE βάσει της οδηγίας IVD 98/79 EG / Znak CE przy wypełnieniu 
wymagań dyrektywy IVD 98/79 EG / označenie CE pri splnení požiadaviek 
Smernice  IVD 98/79 EC/ označevanje CE v skladu s smernicami ES IVD 
98/79  / označení CE podle pokynu IVD 98/79 ES / CE jelölés az IVD 98/79 
EU Bizottsági irányelvek szerint/ СЕ-маркировка при соблюдении норм IVD 
98/79 ЕС
CE-Markierung bei Erfüllung der IVD Richtlinie 98/79 EG gemäß Anhang II, 
Liste B/ CE marking according to IVD guideline 98/79 EC according to annex 
II, list B/ CE marquage conforme aux IVD directives 98/79 EC conformément à 
l‘annexe II, liste B/ marcación CE según directriz de IVD 98/79 CE conforme al 
anexo II, lista B/ contrassegno CEE secondo direttive IVD 98/79 CEE secondo 
l‘Allegato II, lista B/ marcação CE segundo a directiva dos IVD 98/79 CE con-
forme o anexo II, lista B/ markering enligt IVD direktiv 98/79 EG enligt bilaga 
II, förteckning B/ CE-mærkning i henhold til IVD direktivet 98/79 EF i henhold til 
tillæg II, liste B/ CE-merkintä vastaa IVD-direktiiviä 98/79 EY liitteen 2, listan B 
mukaisesti/ CE markering volgens IVD richtlijnen 98/79 EG volgens aanhang-
sel II, lijst B/ CE merket i følge IVD 98/79 EC ifølge tillegg II, liste B/ Σήμανση 
CE βάσει της οδηγίας IVD 98/79 EG Σύμφωνα με το παράρτημα ΙΙ / λίστα Β 
/ Znak CE przy wypełnieniu wymagań dyrektywy IVD 98/79 EG zgodnie z 
załącznikiem II, wykaz B /označenie CE pri splnení požiadaviek Smernice  IVD 
98/79 EC podľa  prílohy II / označevanje CE v skladu s smernicami ES IVD 
98/79 EC in v skladu s seznamom B priloge II / označení CE podle pokynu IVD 
98/79 ES, podle doplňku II, seznam B / CE jelölés az IVD 98/79 EU Bizottsági 
irányelvek szerint, a II függelék B listájának megfelelően/ СЕ-маркировка при 
соблюдении норм IVD 98/79 ЕС, приложение II, список В
Verfallsdatum/ expiry date/ date d’expiration/ Fecha de caducidad/ Data di 
decadenza/ Data de validade/ Till förfallodagen den/ Forfaldsdag/ Viimeinen 
käyttöpäivä/ Vervaldatum/ Forfallsdato/ Ημερομηνία λήξης / Termin ważności 
/ dátum expirácie / uporabno do / doba použitelnosti / lejárati idő/ Срок 
годности
Antigen/ antigen/ Antigène/ antígeno/ antigene/ antigénio/ antigeeni/ Antigeen/ 
Αντιγόνο / Antygen / antigén / антиген
Kontrollantigen/ control antigen/ Antigène de contrôle/ antígeno de control/ 
controllo antigene/ antigénio de controlo/ kontrollantigen/ Kontrol antigen/ kon-
trolliantigeeni/ Controleantigeen/ kontroll antigen/ Αντιγόνο ελέγχου / Antygen 
kontrolny / kontrolný antigén / kontrolni antigen/kontrolní antigen / kontrollan-
tigén/ контрольный антиген
Positivkontrolle/ positive control/ Contrôle positif/ control positivo/ controllo 
positivo/ controlo positivo/ positivkontroll/ Positiv kontrol/ positiivinen kontrol-
li/ Positieve controle/ positiv kontroll/ Θετικός έλεγχος / Kontrola pozytywna 
/ pozitívna kontrola /pozitivna kontrola/pozitivní kontrola / Pozitív kontroll/ 
позитивный контроль
Negativkontrolle/ negative control/ Contrôle négatif/ control negativo/ control-
lo negativo/ controlo negativo/ negativkontroll/ Negativ kontrol/ negatiivinen 
kontrolli/ Negatieve controle/ negativ kontroll/  Αρνητικός έλεγχος / Kontrola 
negatywna /negatívna kontrola / negativna kontrola/ negativní kontrola / Ne-
gatív kontroll/ негативный контроль
Titer/ titer/ Titre/ título/ titulo / titre / titteri/ τίτλος / Miano / titr/ титр
Arbeitsverdünnung/ working dilution/ Dilution d‘utilisation/ disolución de traba-
jo/ diluizione di lavoro/ diluição de trabalho/ arbetsförtunning/ Arbejdsfortyn-
ding/ käyttölaimennusaste/ Werkverdunning/ arbeidsfortynning/ Αραίωση 
εργασίας / Rozcieńczenie robocze / pracovné rozriedenie / delovna raztopina/
pracovní ředění / munkahígítás/ рабочее разбавление
Komplement/ complement/ Complément/ complemento/ komplement/ kom-
plementti/ Complement/ / Συμπλήρωμα/ комплемент
KBR Puffer/ CFT buffer/ RFC tampon
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Komplement-Ko. 2 1 0,5 0,25 2 1 0,5 0,25



ζωστήρος / Wirus ospy wietrznej i półpaśca / vírus Varicella zoster (VZV) / 
Virus Varicella-Zoster (VZV) /virus varicella-zoster (VZV) / вирус ветряной 
оспы (VZV)
Yersinia enterocolitica 03 / Πανώλη enterocolitica 03 / Йерсиния interocoli-
tica 03
Yersinia enterocolitica 09 / Πανώλη enterocolitica 09 / Йерсиния interocoli-
tica 09
Yersinia pseudotuberculosis / Πανώλη pseudotuberculosis / Йерсиния 
псевдотуберкулёзная

SUOJATOIMET JA JÄTEHUOLTO
Testireagenssien ja potilasnäytteiden käsittelyssä pätevät vakiintuneet 
laboratoriosäännöt:
-	Kaikki kontrolliseerumit ovat HBs-Ag-negatiivisia ja anti-HCV- ja anti-	
	 HIV-vasta-ainenegatiivisia; antigeenit ja kontrolliantigeenit inaktivoida	
	 an vakiintunein menetelmin.
-	Kontrolliseerumeja, antigeeneja ja kontrolliantigeeneja sekä potilas	
	 seerumeja on silti pidettävä tartuntavaarallisina. Siksi materiaalit, joi-	
	 ta ei testissä enää tarvita, on autoklavoitava.
-	Tiloissa, joissa käsitellään testireagensseja tai potilasnäytteitä, ei saa 	
	 syödä, juoda eikä tupakoida.
-	Käsiteltäessä testireagensseja ja potilasnäytteitä tulee välttää suoraa 	
	 kontaktia niiden kanssa käyttämällä laboratoriotakkia, kertakäyttökäsi	
	 neitä ja suojalaseja. Töiden päätyttyä kädet tulee pestä huolellisesti.
-	Reagensseja ei saa päästää lasten käsiin.
	 Jätehuollossa on noudatettava voimassa olevia lakeja ja säädöksiä.

VEILIGHEIDSMAATREGELEN EN AFVALVERWIJDERING
Voor het gebruik van de testreagentia en de patiëntenmonsters gelden 
de erkende laboratoriumregels:
-	Alle controlesera zijn negatief voor HBs-Ag-, anti-HCV- alsook anti-	
	 HIV-antistoffen; antigenen en controleantigenen worden volgens er	
	 kende methodes geïnactiveerd. 
-	Controlesera, antigenen en controleantigenen evenals de patiënten	
	 sera moeten echter toch als potentieel infectueus  beschouwd wor		
	 den. Bijgevolg moet het materiaal dat na het uitvoeren van de test 	
	 niet verder gebruikt wordt,  geautoclaveerd worden. 
-	Op plaatsen waar met testreagentia of met patiëntenmonsters ge		
	 werkt wordt, mag niet gegeten, gedronken of gerookt worden. 
-	Vermijd direct contact bij het omgaan met testreagentia en patiënten	
	 monsters door het dragen van een laboratoriumjas, wegwerphand		
	 schoenen en een veiligheidsbril. Aansluitend de handen grondig reini	
	 gen. 
-	Reagentia ontoegankelijk voor kinderen bewaren. 
	 Gelieve voor de afvalverwijdering de respectievelijk geldende wetteli-	
	 jke voorschriften in acht te nemen.

BESKYTTELSESTILTAK OG DEPONERING
For håndtering av testreagensene og pasientprøvene gjelder de 
godkjente reglene for laboratorier:
-	Alle kontrollsera er testet og funnet negative for HbsAg og HCV- og 	
	 HIV antistoff.
-	Antigen og kontrollantigen er inaktivert etter godkjente metoder.
-	Kontrollsera, antigener og kontrollantigener, så vel som pasientsera, 	
	 må betraktes som potensielt infeksiøse. 
-	Alt restmateriale og utstyr som har vært i kontakt med potensielt  
	 infektiøst materiale, må dekontamineres etter bruk.
-	Ikke spis, drikk eller røyk i områder der det arbeides med testreagen	
	 ser eller med pasientprøver.
-	Bruk laboratoriekittel, engangs-hansker og vernebrille for å unngå 
	 kontakt når du håndterer testreagenser og pasientprøver. Vask  
	 hendene grundig etterpå.
-	Oppbevar reagensene utilgjengelig for barn.
	 Følg de til enhver tid gyldige lovforskriftene for deponering.

14, 24, 30) / pool echovírusov (4, 6, 9, 14, 24, 30) / Skupina ehovirusov (4, 6, 
9, 14, 24, 30) /skupina echovirů (4, 6, 9, 14, 24, 30) / Echovírus (4, 6, 9, 14, 24, 
30) keverék / совокупность эховирусов (4, 6, 9, 14, 24, 30)
FSME Virus/TBE Virus / FSME, virus/TBE, virus / FSME-virus/TBE-virus 
/ Vírus-TBE / Ιός της κροτωνογενούς εγκεφαλίτιδας (εαρινή-καλοκαιρινή 
μηνιγγοεγκεφαλίτιδα - FSME) / Wirus kleszczowego zapalenia mózgu (FSME) 
/ vírus FSME (vírus kliešťovej meningoencefalitídy ) /vírus TBE/ Virus klopne-
ga encefalitisa (TBE) / FSME(TBE) virus / Kullancsencephalitis vírus / вирус 
весенне-летнего менингоэнцефалита FSME(TBE)
Herpes Simplex Virus 1/2 / Herpes Simplex, Virus 1/2 / Herpes-Simplex-Virus 
1/2 / Vírus Herpes-Simplex 1/2 / Ιός του απλού έρπη ½ / Wirus opryszczki 
pospolitej 1/2 / vírus Herpex simplex 1/2/ Virus Herpes Simplex 1/2 /  virus her-
pes simplex 1/2 / Herpes Simplex Vírus ½ / вирус пузырькового герпеса 1/2
Influenza A Virus / Influenza, virus A / Influenza-virus A / Vírus Influenza A / 
Influensavirus A / Influenzavirus A / Ιός της γρίπης Α / Wirus grypy typu A  / 
vírus chrípky typu A / Virus influence A/ virus chřipky A / Influenza A vírus / 
вирус гриппа А
Influenza B Virus / Influenza, virus B / Influenza-virus B / Vírus Influenza B / 
Influensavirus B / Influenzavirus B / Ιός της γρίπης B / Wirus grypy typu B / 
vírus chrípky typu B / Virus influence B/ virus chřipky B / Influenza B vírus / 
вирус гриппа В
Influenza Virus Pool / Influenza, virus-Pool / Influenza-virus-Pool / Agrupa-
mento de vírus Influenza / Influensavirus Pool / Influenzavirus Pool / Ιός της 
γρίπης Pool / Pula wirusów grypy /  pool vírusov chrípky / Skupina virusov 
influence/ skupina virů chřipky / Influenza vírus keverék / совокупность 
вирусов гриппа
Legionella pneumophila / Legionella Pneumophila / πνευμόφιλο λεγιονέλλα / 
Legionella pneumophila (болезнь легионеров)
Leptospira biflexa / Λεπτόσπειρα biflexa/ лептоспиры biflexa
Leptospira canicola / Λεπτόσπειρα canicola/ лептоспиры canicola
Leptospira grippotyphosa / Λεπτόσπειρα grippotyphosa / лептоспиры гриппо-
тифозные grippotyphosa
Leptospira icterohaemorrahagiae / Λεπτόσπειρα icterohaemorrahagiae / 
лептоспиры icterohaemorrahagiae
Leptospira pomona / Λεπτόσπειρα pomona/ лептоспиры pomona
Leptospira sejroe / Λεπτόσπειρα sejroe/ лептоспиры sejroe
Leptospira / Λεπτόσπειρα / лептоспиры
Leptospira / Λεπτόσπειρα / лептоспиры
Listeria monocytogenes/ Λιστέρια monocytogenes / листерия 
моноцитогенная
Masern Virus / Measles Virus / Virus de Rougeole / Masern, virus / Vírus de 
Sarampo / Mässlingvirus / Maeslingevirus / Ιός της ιλαράς / Wirus odry  / vírus 
osýpok/ Virus ošpic / virus spalniček / Kanyaró vírus / вирус кори
Mumps Virus / Parotitis virus / Virus des Oreillons / Parotitis, virus / Vírus de 
parotidite / påssjukevirus / fåresyge virus / Παρωτίτιδα / Wirus zapalenia przy-
usznic / vírus mumpsu/ Virus mumpsa / virus příušnic / Mumpsz vírus / вирус 
эпидемического паратита
Mycoplasma pneumoniae / Μυκόπλασμα πνευμόνων / микоплазменная 
пневмония
Neisseria gonorrhoeae / Ναϊσσέρια η γονοκοκκική / гонореи Нейссера
Parainfluenza Virus 1 / Parainfluenza, virus 1 / Parainfluenza-virus 1 / Vírus 
Parainfluenza 1 / Parainfluensvirus 1 / Ιός της παρα-γρίπης 1 / Wirus grypy 
rzekomej 1  / vírus parainfluenzy 1/ Virus parainfluence 1 / viry parainfluenzy 1 
/ Parainfluenza vírus 1 / вирус 1 парагриппозного заболевания
Parainfluenza Virus 2 / Parainfluenza, virus 2 / Parainfluenza-virus 2 / Vírus 
Parainfluenza 2 / Parainfluensvirus 2 / Ιός της παρα-γρίπης 2 / Wirus grypy 
rzekomej 2 / vírus parainfluenzy 2/ Virus parainfluence 2 / viry parainfluenzy 2 
/ Parainfluenza vírus 2 / вирус 2 парагриппозного заболевания
Parainfluenza Virus 3 / Parainfluenza, virus 3 / Parainfluenza-virus 3 / Vírus 
Parainfluenza 3 / Parainfluensvirus 3 / Ιός της παρα-γρίπης 3 / Wirus grypy 
rzekomej 3  / vírus parainfluenzy 3/ Virus parainfluence 3  / viry parainfluenzy 3 
/ Parainfluenza vírus 3 / вирус 3 парагриппозного заболевания
Parainfluenza Virus Pool (1, 2, 3) / Parainfluenza, virus Pool (1, 2, 3) / Pa-
rainfluenza-virus Pool (1, 2, 3) / Agrupamento de vírus Parainfluenza 1, 2, 3 
/ Parainfluensavirus Pool (1, 2, 3) / Ιός της παρα-γρίπης Pool (1, 2, 3) / Pula 
wirusów grypy rzekomej (1, 2, 3) / pool vírusov parainfluenzy (1,2,3) / Skupi-
na virusov parainfluence (1, 2, 3) / skupina virů parainfluenzy (1, 2, 3) / Pa-
rainfluenza vírus (1, 2, 3) keverék / совокупность вирусов парагриппозного 
заболевания (1, 2, 3)
Picorna Virus Pool / Picorna, Virus-Pool / Picorna-Virus-Pool / Agrupamento 
de Vírus Picorna /Ιός Picorna Pool / Pula pikornawirusów / pool pikornavíru-
sov/ Skupina virusov Picorna / skupina picornaviry / Picorna vírus keverék / 
совокупность пикорнавирусов (маленьких вирусов)
Poliovirus / Polio, Virus / Polio-Virus /Vírus da Polio / Ιός Polio / Wirus chor-
oby Heinego i Medina / vírus obrny/ Poliovirus / poliovirus / Poliovírus / 
полиовирус
Resp. Syncytial Virus (RSV) / Resp.-Syncytial, Virus (RSV) / Resp.-Syncytial-
Virus (RSV) / Vírus Respiratório Sincicial (VRS) / Respiratorisk Syncytial Virus 
(RSV) / Αναπνευστικός συγκυτιακός ιός (RSV) / Wirus zespólni układu od-
dechowego (RSV) / respiračný syncyciálny vírus (RSV) / Respiratorni sincicjs-
ki virus (RSV) / respirační syncyciální virus (RSV) / RS-вирус
Rotavirus / Rota, Virus / Rota-Virus / Rotavírus / Ιός Rota / Rotawirus / rota-
vírus/ / rotavirus / ротавирус
Toxoplasma gondii / Τοξόπλασμα gondii / токсоплазма gondii
Varicella-Zoster Virus (VZV) / Varicella-Zoster, Virus (VZV) / Varicella-Zos-
ter-Virus (VZV) / Vírus Varicella-Zoster (VVZ) / Ιός ανεμευλογιάς-έρπητος 
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Working Instructions for 
Complement Fixation Test (CFT) Reagents

Reagents to measure in vitro serum levels of specific antibodies to 
different pathogens. The reagents are only designed for use by qua-
lified personnel who are familiar with good laboratory practice.
V 11.09/01-1

1. Introduction
Complement itself is an enzymatic component of blood which is activated - or „fixed“- by 
the presence of antigen-antibody complexes. Complement is only fixed by IgG1-, IgG2-, 
IgG3- and IgM-antigen-complexes, whereby the last is particularly effective. In the ac-
tivated form complement will attack and destroy membranes, however it is labile and 
will lose its activity in a short period of time. These properties are used in the CFT to 
demonstrate the presence of specific antibodies which may give information about e.g. a 
recent infection with a pathogen.

2. Method
Kolmer technique (fixation at 2-8° C, over night) according to DIN 58 969 and WHO gui-
delines.

3. Test Principle
In the test, antigen and sera are mixed together in the presence of complement and 
allowed to react. Any complex formed will fix the complement with the effect that - after 
an incubation period - there will be no complement remaining in the system. The addition 
of an indicator system (hemolytic system = sheep erythrocytes coated with antibodies) 
demonstrate the presence or absence of a specific reaction: when added to a system con-
taining complement, this indicator system will be attacked by the, now activated, comple-
ment and the erythrocytes lysed. If the complement has been used up by antigen-antibody 
complexes in the serum, the erythrocytes will stay intact (inhibition of hemolysis). After 
centrifugation a button of blood cells (erythrocytes) is seen on the bottom of the microtest 
plate. A semi-quantitative analysis of the antibody concentration of a serum is possible by 
end-point-titration of the serum.

4. Reagents
Preparation of reagents for test run, storage and stability.
4.1 Antigen / Kontrollantigen

order number
see
product list

lyophilized, reconstitute with distilled water as indicated on 
the label; preservative: 0.01 % Thiomersal; Working dilution: 
dilute in CFT buffer as indicated on the label

storage and stability: 	 undiluted at 2-8° C: 1 week
	 frozen in small portions at - 20° C: 2 months 

Antigens isolated from infected cells still contain tissue cell substrates. Some sera contain 
antibodies directed against the tissue cell substrates resulting in false positive results. 
For detection of these non specific reactions control antigens are used. Control antigens 
are derived from non infected host cells which are prepared similarly to the antigen (infec-
ted cell material). Within a test run antigen and control antigen is used in the same way.

4.2 Positive and negative control sera

order number
see
product list

lyophilized, reconstitute in 0.1 ml distilled water; 
preservative:< 0.1 % sodium azide
Working dilution: 1:10 dilution in CFT buffer;
inactive controls 30 min. at 56° C in water bath

storage and stability: 	 at 2-8° C undiluted: 2 months, diluted: 1 week 

4.3 Complement

order number
9001

lyophilized, reconstitute in 1 ml distilled water; 
preservative: boric acid; working dilution: dilute in CFT buffer 
as indicated on the label

storage and stability: 	 lyophilized at 2-8° C until expiry date (see label)
dissolved in 1 ml distilled water at 2-8° C: 4 weeks
Always prepare working dilution freshly!

4.4 Amboceptor

order number
9002, 2 ml

preservative: <0.1 % sodium azide
working dilution: 1:2500 dilution in CFT buffer

storage and stability: 	 undiluted at 2-8° C: until expiry date (see label)
	 Always prepare working dilution freshly!

0197*

4.5  CFT buffer (CFTB)

order number
9009
1 x 2 liter

dissolve content of 1 vial (powder) in 2 liter distilled water;
pH 7.3 +/- 0.1
ready to use after dissolution

storage and stability: 	 as powder at 2-8° C until expiry date (see label), 
dissolved: at 2-8° C: 12 weeks

4.6 Erythrocytes
50 % whole blood suspension in Alsever solution (sheep erythrocytes)

order number
9004
50 ml

working dilution: wash erythrocytes in physiological sodium 
chloride solution or CFT buffer, adjust the suspension photo-
metrically to 1 % with CFT buffer

storage and stability: 	 undiluted: at 2-8° C until expiry date (see label);  
1 % suspension: 1 week

1 % sheep erythrocytes

order number
9008
50 ml

ready-to-use
for the production of the hemolytic system

storage and stability:          at 2-8° C until expiry date (see label)

4.7 Hemolytic System for CFT

order number
9000
50 ml

ready-to-use

storage and stability:          at 2-8° C until expiry date (see label)

The hemolytic system is a ready-to-use reagent which can be used directly for the 
complement fixation test.
Information regarding the performance: If the ready-to-use hemolytic system for  
SERION CFT is employed a higher complement concentration (approx. factor 1.4) is 
necessary, which leads to e.g. a 1:40 dilution of the complement instead of a 1:55 di-
lution.

mix the hemolytic system thoroughly and incubate the quantity required for the test 	•	
	 run for 30 minutes at 37° C

pipette 50 µl per cavity and then follow the general CFT instruction manual.•	
control slightly longer times of lysis (max. 10 minutes) on the base of complement 	•	

	 control
Additionally required material: common laboratory equipment, microtest plates
(U-form), distilled water, centrifuge with adaptors for microtest plates (optional)

5. Samples
Serum
(Do not use plasma for CFT! Coagulation factors can interfere with the CFT. When using 
citrate- or EDTA-plasma the concentration of necessary ions is reduced!)

6. Pretesting
Exclusive use of SERION CFT reagents renders pretesting unnecessary. In case re-
agents not manufactured by Institut Virion\Serion GmbH are used, instructions for 
pretesting complement and amboceptor are available on demand. 

7. Sample preparation and storage
dilute 0.1 ml patient‘s serum with 0.9 ml CFT buffer•	
incubate for 30 minutes at 56° C in a water bat  •	

	 (inactivation of endogenous complement)
Diluted sera can be kept for a week  at 2-8° C if sealed well.Before each test, inactivate 
sera again for 10 minutes at 56° C.

8. Procedure for sera with anticomplementary activity
Some sera may show „anticomplementary activity“ which may result in false positive 
results. To identify anticomplementary activity a serum control (test run without anti-
gen) is included for each serum. Immunoglobulin-aggregation (repeated freezing and 
thawing), hemolytic or contaminated sera as well as sera with rheumatoid factors, 
circulating immune complexes or drugs may show anticomplementary activity. After 
pretreating with undiluted complement, the sera can be analyzed in the CFT.

For pretreatment dilute the serum 1:1 with complement. Example: Mix 100 µl serum 
(undiluted) + 100 µl complement (undiluted). Incubate for 30 minutes at 37° C in a 
water bath or 60 minutes at room temperature. After addition of 800 µl CFT buffer incu-
bate for 30 minutes at 56° C in a water bath. The serum is now 1:10 diluted and can be 
directly used for the test run. Patient‘s sera with persistent anticomplementary activity 
should be further examined (autoimmune disease, paraproteins etc.).

9. Test performance CFT

Prepare microtest plates (U-form) and generate a protocol sheet. If possible use one 
microtest plate for each antigen analyzed (time of hemolysis may vary slightly from 
antigen to antigen). If the use of a control antigen is necessary, the serum must be 
analyzed in two parallel test runs (antigen and control antigen) on one microtest plate. 
For each antigen a positive and a negative control as well as a complement control 
should be included!

Example: microtest plate with antigen and control antigen

Test run for every patient’s serum or control
add 25 µl CFT buffer into w•	 ell 1, and wells 3 to 6 within one row
pipette 25 µl diluted serum (1:10, patient‘s or controls) into well 1, 2 and 3 titration 	•	

	 of sera: starting from well 3 titrate over 25 µl serum dilution from each of well 3 to 	
	 6 into next well. Discard 25 µl from well 6. The titration corresponds to a dilution 	
	 series of 1:10 (well 1 and 2) to 1:160 (well 6)

pipette 25 µl each of antigen or control antigen working dilution into well 2 to 6, 	•	
	 leave well 1 for control of anticomplementary activity (serum control)

pipette 25 µl of complement working dilution into well 1 to 6•	

Test run for complement control
pipette CFT buffer into well no. 3, 4 and 5 in one row•	
pipette 25 µl working dilution of complement in well 2 and 3, starting from well 3 	•	

	 titrate over 25 µl from each of well 3 to 5 into next well. Discard 25 µl from well 5. 	
	 This titration corresponds to a dilution series of 2, 1, 0.5 and 0.25 complement units

pipette 25 µl each of antigen and CFT buffer in well 2 to 5•	
cover plate and incubate for 16 to 20 hours at 2-8° C•	

Preparation of the hemolytic system
prepare hemolytic system by mixing the amboceptor working dilution 1:1 with the 1 	•	

	 % erythrocyte suspension. You must take care that sediment erythrocytes were 	
	 mixed carefully to generate a homogeneous suspension before preparing the  
	 hemolytic system. Incubate the suspension for 30 minutes at 37° C in a water bath.

Microtest plates from day 1
prewarm plates from the first day for 30 minutes at 37° C in an incubator (do not 	•	

	 stack more than 4 plates) 
pipette 50 µl of the freshly prepared hemolytic system into each well, shake plates 	•	

	 carefully to mix
incubate plates in a 37° C incubator for 15-30 minutes (if possible, place plates se-	•	

	 parately; do not stack more than 4 plates), check hemolysis after 15 minutes, shake 	
	 well previously

the incubation is stopped when the complement controls with 2 and 1 units show 	•	
	 complete hemolysis: centrifuge plates for 5 minutes at 2000 rpm, reading is  
	 possible within the next 30 to 60 minutes after centrifugation (store at 2-8° C)
If plates can not be centrifuged, the reading must take place within the next 30 to 
60 minutes!

Day 1

Day 2

complement units of complement control
*SC = serum control (without antigen)

Reading
 	 100 %	 hemolysis	 record a value of	 4 	 = positive
	 75 %	 hemolysis	 record a value of	 3	 = positive
	 50 %  	 hemolysis	 record a value of	 2 	 = negative
	 25 % 	 hemolysis	 record a value of	 1 	 =negative
	 traces of	 hemolysis	 record a value of	 +/-	 =negative
	 complete 	 hemolysis 	 records a value of	 0	 =negative
Only value 3 and 4 are regarded as positive.

Criteria of validity
the negative control must be negative (complete hemolysis)•	
the positive control must show the predicted titer as indicated on the label              	•	

	 +/- 1 titer
the serum control must be negative (complete hemolysis) otherwise anticompletary 	•	

	 activity is indicated
the complement control must show complete hemolysis with 2 and 1 units and little 	•	

	 or no hemolysis with 0.5 and 0.25 units

10. Statements of warning and disposal
All reagents and human specimens should be handled carefully, using 
established good laboratory practice.

all control sera have been tested and found negative for HBs-Ag-, HCV- and HIV 	•	
	 antibodies; antigen and control antigens have been inactivated by established 		
	 methods

control sera, antigens, control antigen as well as patient‘s sera must be regarded 	•	
	 as potentially infectious material and should be decontaminated after the test run 	
	 if not used any further	 .

do not pipette by mouth.•	
do not smoke, eat or drink in areas in which specimen or kit reagents are handled.•	
wear disposable gloves, laboratory coat and safety glasses while handling kit 		 •	

	 reagents or specimen; wash hands thoroughly afterwards.
reagents should be stored safely and be unaccessible to unauthorized access e.g. 	•	

	 children.

For disposal please follow the relevant statutory requirements.

11. Performance characteristics and expected values
The CFT allows detection of complement binding IgG1, IgG2, IgG3 and IgM antibodies. 
If only a single serum sample of a patient is analyzed no reliable statement is possib-
le about the status of infection. Due to the lack of differentiation of antibody classes 
repeated testing of paired sera is necessary to assess the status of an infection (e.g. 
acute, recent, chronic).

For a reliable interpretation of a result, paired sera should be drawn from a patient 
with one to two weeks separation. A fourfold increase of titer seen with paired sera 
analyzed in parallel is considered as indication for an acute infection. High titers obser-
ved in both samples are considered as indication of a recent or still ongoing (chronic) 
infection. To differentiate between both possibilities, further analysis of the sera by 
more precise methods (e.g. IgM, IgG-specific tests) is necessary. A significant dec-
rease in titer seen with paired sera is considered evidence of convalescence from a 
recent infection.
Due to these performance characteristics the CFT may be used as a screening test for 
acute infections. For determination of serological status (protective titers, past infec-
tions) the CFT is not suitable and additional tests (ELISA, IFT etc.) are necessary.

A special feature of the CFT is the detection of endogenous reactivations or reinfec-
tions, when e.g. an IgM-test might be negative but an increase of titer is seen with 
the CFT. 
Negative CFT titers do not definitely exclude an acute infection. This is possible with 
sera from patients with local infections (e.g. Chlamydia, Mycoplasma, Herpes-Simplex), 
from immunosuppressed patients (e.g. transplant recipients, HIV-positive) or from 
small children with low levels of immune globulins. In such cases additional tests 
should be performed (e.g. isolation of the pathogen).
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test run with antigen test run with control antigen

well no. 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

pos.-control

neg.-control

patient 1

patient 2

patient 3

etc.

complement control 2 1 0,5 0,25 2 1 0,5 0,25

SC*	 1:10	 1:20	 1:40 	 1:80 	 1:160 	 SC* 	 1:10	 1:20	 1:40 	 1:80	 1:160titer


