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Gebrauchsanweisung fiir Reagenzien der
Komplementbindungsreaktion (KBR)

Reagenzien zur Benutzung durch Fachpersonal fiir die In-vitro
Bestimmung von komplementbindenden Antikérpern gegen
verschiedene Krankheitserreger im Serum.
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1. Einleitung

Komplement bezeichnet ein System von funktionell gekoppelten Serumproteinen, die
fiir 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 konnen hohe KBR Titer ein Hinweis sein auf
das Vorhandensein von IgM-Antikérpern und damit auf eine erst kurz zuriickliegende
Infektion oder auf sehr hohe IgG Antikdrperspiegel, wie diese nach einer Reinfektion
oder endogenen Reaktivierung zu erwarten sind.

2. Methode
Mikromethode nach KOLMER-Technik (K&ltebindung bei 2-8° C iiber Nacht) entspre-
chend DIN 58 969 und den Empfehlungen der Sachverstandigenkommission der WHO.

3. Testprinzip

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

4. Reagenzien
Vorbereitung auf den Ansatz, Lagerung und Haltbarkeit

4.1 Antigen / Kontrollantigen

Bestellnummer
siehe
Produktliste

Iyophilisiert; rekonstituieren in Aqua dest. gemaB der Angabe
auf dem Etikett; Konservierungsmittel: 0,01 % Thiomersal; Ge-
brauchsverdiinnung: Verdiinnung gemaB der Angabe auf dem
Etikett in KBR Puffer herstellen

Lagerung und Haltbarkeit: unverdiinnt 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 Antikdrper gegen solche
Bestandteile zu falsch positiven Ergebnissen fiihren. 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; Gebrauchsverdiinnung:
1:10 Verdiinnung in KBR Puffer herstellen; 30 Min. bei 56° C
im Wasserbad inaktivieren.

Lagerung und Haltbarkeit: bei 2-8° C unverdiinnt: 2 Monate; verdiinnt: 1 Woche

4.3 Komplement

Bestellnummer
9001

lyophilisiert; in 1 ml Aqua dest. rekonstituieren, stabilisiert
in Borsdure; Gebrauchsverdiinnung: Verdiinnung gemaB der
Angabe auf dem Etikett in KBR Puffer herstellen

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

Bestellnummer
9009
1x2Liter

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

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

4.6 Erythrozyten
50 9% Vollblut-Suspension in Alsever-Puffer (Hammel-Erythrozyten)

8. Vorbehandlung eines Serums mit Eigenhemmung

Zur Vorbehandlung wird das Serum 1:1 mit Komplement verdiinnt, z.B. 100 ul Serum
(unverdiinnt) + 100 ul Komplement (unverdiinnt). Danach erfolgt 30 Minuten Inkuba-
tion bei 37 °C im Wasserbad oder 60 Minuten bei Raumtemperatur. Nach Zugabe von
800 ul KBR Puffer wird der Ansatz bei 56° C fiir 30 Minuten inaktiviert (Wasserbad).
Das Serum ist nun 1:10 verdiinnt und kann direkt in der KBR eingesetzt werden. Bleibt
die Eigenhemmung trotz Vorbehandlung bestehen, muss die Untersuchung mit einem
neuen Serum des Patienten durchgefiihrt werden. Patientenseren, die wiederholt Ei-
genhemmung aufweisen, sollten auf das Vorliegen eines pathologischen Geschehens
(z.B. Autoimmunerkrankungen, Paraproteindmien) hin untersucht werden.

9. Durchfiihrung Mikro-KBR

Mikrotestplatten (U-Form) beschriften und Protokollblatt anlegen. Pro Antigen mog-
lichst 1 Mikrotestplatte benutzen (geringfiigig variable Hamolyse-Zeiten der verschie-
denen Antigene). Wird das Mitfiihren eines Kontrollantigens notwendig, dann muss das
Serum in zwei parallelen Ansatzen (Antigen und Kontrollantigen) auf einer Mikrotiter-
platte untersucht werden. Fiir jedes Antigen missen ein positives und ein negatives
Kontrollserum sowie eine Komplementkontrolle mitgefiihrt werden!

piel Bestiickung der Mikrotestplatte

Gebrauchsverdiinnung: Gebrauchsverdiinnung: Erythrozyten
in physiologischer Kochsalzlosung oder KBR Puffer waschen,
photometrische Einstellung auf 1 % mit KBR Puffer

Bestellnummer
9004

50 ml

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

1% Erythrozyten Suspension

Bestellnummer
9008
50 ml

gebrauchsfertig zur Herstellung des Hamolytischen Systems

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

4.7 Gebrauchsfertiges Hamolytisches System

Bestellnummer
9000
50 ml

gebrauchsfertig

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

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

- das Hamolytische System vorsichtig schiitteln und die fiir den Test benétigte Menge
entnehmen

« das Hamolytische System fiir 30 Minuten bei 37° C inkubieren

« je 50 ul/Kavitat zum Test pipettieren und mit dem Testansatz wie bisher fortfahren.

- die Auswertung erfolgt wie bisher.

« leicht verlangerte Lysiszeiten (maximal bis zu 10 Minuten) anhand der Komplement
kontrolle kontrollieren. .

Zusatzlich bendtigte Materialien: Ubliche Laborausriistung, Mikrotestplatten in U-Form,

Aqua dest., Zentrifuge mit Einsatz fiir Mikrotestplatten (optional).

5. Probenmaterial

Serum

(Kein Plasma verwenden! Bei Verwendung von Citrat- oder EDTA-Plasma wird die Kon-
zentration an wichtigen Ionen fiir 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 notig werden, konnen auf Anfrage entspre-
chende Anleitungen zur Verfliigung gestellt werden.

7. Probenvorbereitung und Lagerung

+ 0,1 ml Patientenserum mit 0,9 ml KBR Puffer verdiinnen

« 30 Minuten bei 56° C im Wasserbad inkubieren (Inaktivierung des endogenen
Komplements)

Verdiinnte Seren kénnen gut verschlossen eine Woche bei 2-8° C gelagert werden. Vor

jeder Untersuchung miissen die Proben nochmals 10 Minuten bei 56° C im Wasserbad

inaktiviert werden.

Manche Seren zeigen in der KBR eine sogenannte ,,Eigenhemmung*. Unter dem Begriff

4.4 Ambozeptor (hamolysierendes Anti-Schaferythrozyten Serum)

Bestellnummer
9002, 2 ml

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

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

Eigenhemmung werden antikompl dre Serumeigenschaften zusammengefasst. Im
Testansatz stellt sich das Phdanomen als positive KBR-Reaktion (Hdmolyse-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 hdmolytischen bzw. kontaminierten Seren sowie nach
wiederholtem Einfrieren und Auftauen der Seren beobachtet. Durch eine Vorbehand-
lung mit unverdiinntem Komplement kénnen diese Seren in der KBR getestet werden.

Ansatz mit Antigen Ansatz mit Kontrollantigen

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

Kavitaten Nr. 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Pos.-Kontrolle

Neg.-Kontrolle

Patient 1

Patient 2

Patient 3

uswi.

Komplement-Ko. 2 1 05 05 2 1 05 025

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

Auswertung / Ablesen

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

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

Testgiiltigkeitskriterien

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 Hdmolyse, bei
0,5 und 0,25 Einheiten eine Hdmolyse-Hemmung vorweisen.

10. SchutzmaBnahmen und Entsorgung

Fiir die Handhabung der Testreagenzien und der Patientenproben gel-
ten die anerkannten Laborregeln:

« Alle Kontrollseren sind negativ fiir HBs-Ag-, anti-HCV- sowie anti-HIV-Antikdrper;
Antigene und Kontrollantigene werden nach anerkannten Methoden inaktiviert.
Kontrollseren, Antigene und Kontrollantigene ebenso wie die Patientenseren miis-
sen dennoch als potentiell infektids betrachtet werden. Daher sind die Materialien,
welche nach der Testdurchfiihrung 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. Hande
anschlieBend griindlich reinigen.

+ Reagenzien unzuganglich fiir Kinder aufbewahren.

Zur Entsorgung beachten Sie bitte die jeweils gesetzlichen Vorschriften.

der olle
*SK = Serumkontrolle (Ansatz ohne Antigen)

Ansatz fiir jedes Patientenserum bzw. Kontrollserum

« Puffervorlage: 25 ul KBR-Puffer in die Kavitaten 1, sowie 3 bis 6 in einer Reihe
tropfen

25 pl Serumverdiinnung (1:10, Patienten bzw. Kontrollen) in die Kavitaten 1, 2 und
3 pipettieren

jeweils 25 ul Serumverdiinnung ab Kavitat 3 Gibertitrieren, aus der 6. Kavitét 25 ul
verwerfen; es entsteht eine Verdiinnungsreihe von 1:10 (in Kavitat 1 und 2) bis
1:160 (in Kavitit 6)

25 ul der Antigen- bzw. Kontrollantigen-Gebrauchsverdiinnung in die Kavitdten 2 bis
6 tropfen; die Kavitdt 1 wird zur Uberpriifung von Eigenhemmungen nicht mit Anti-
gen befiillt (Serumkontrolle)

25 ul der Komplement-Gebrauchsverdiinnung in die Kavitaten 1 bis 6 tropfen

Ansatz der Komplementkontrolle

25 ul KBR Puffer in die Kavitaten Nr. 3, 4 und 5 in einer Reihe tropfen

25 ul Komplement in Kavitét 2 und 3 pipettieren

jeweils 25 ul Komplementverdiinnung ab Kavitat 3 iibertitrieren, aus der 5. Kavitét
25 ul verwerfen; es entsteht eine Verdiinnungsreihe von 2,1, 0,5 und 0,25 Komple-
menteinheiten

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

Vorbereitung des Hamolytischen Systems

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

Mikrotestplatten mit Ansatz vomTag 1

« Platten mit Ansétzen des Vortages 30 Minuten bei 37° C im Brutschrank vorwédrmen
(nicht mehr als 4 Platten stapeln)

50 ul frisch vorbereitetes Hamolytisches System in alle Kavitdten/Ansétze pipettie-
ren; Platten schiitteln

Inkubation bei 37° C im Brutschrank fiir 15- 30 Minuten (Platten mdglichst einzeln
stellen, jedoch max. 4 Platten stapeln); nach 15 Minuten Hamolysekontrolle, vorher
nochmals schiitteln

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

11. Leistt kmale - zu erwartende Werte

Die KBR kann komplementbindende Antikérper der Klassen 1gG1, 1gG2, IgG3 und IgM
nachweisen. Bestimmungen aus nur einer Probe erlauben keine zuverlassige Aussage
(iber eventuelle Infektionen oder deren Stadium. Wegen der fehlenden Differenzierung
der Antikérperklassen sind zur Beurteilung von Infektionsstadien (frisch, rekurrierend,
chronisch) wiederholte Bestimmungen nétig.

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 fiir eine akute Infektion. In beiden Serumproben gleichmaBig er-
hohte KBR-Titer lassen auf eine kurz zuriickliegende oder noch anhaltende Infektion
schlieBen. Die Differenzierung zwischen diesen beiden Méglichkeiten erfordert zusatz-
liche Diagnoseverfahren (IgM- und IgG-spezifische Teste). Ein Titerabfall in zwei aufein-
anderfolgenden Serumproben zeigt eine kiirzlich durchgemachte Infektion an.
Entsprechend dieser Charakteristik kann die KBR als Suchtest fiir akute Infektionen
verwendet werden. Zur Bestimmung der Immunitétslage (Serumnarbe, Immunschutz)
ist die KBR jedoch nicht geeignet. Hierzu miissen erganzende Testverfahren (ELISA, IFT
usw.) herangezogen werden.

Besondere Bedeutung hat die KBR fiir die Diagnostik von Reinfektionen und endogenen
Reaktivierungen, die von der KBR auch bei negativem IgM-Antikdrpernachweis (in ei-
nem anderen erregerspezifischen Testsystem) angezeigt werden konnen.

Negative KBR-Ergebnisse schlieBen 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, Transplantatempfanger) oder um Kleinkinder
handelt (niedrige Immunglobulinspiegel). In solchen Féllen miissen erganzende Teste
herangezogen bzw. sollte eine Erregerisolierung durchgefiihrt werden.
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epyaoiag / Rozcienczenie robocze / pracovné rozriedenie / delovna raztopina/
pracovni fedéni / munkahigitas/ paboyee pasbaenexue
Komplement/ complement/ Complément/ complemento/ komplement/ kom-
plementti/ Complement/ / ZupTrAfpwua/ kKOMNNeMeHT
KBR Puffer/ CFT buffer/ RFC tampon
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Hamolytisches System/ hemolytic system/ Systéme hémolytique/ siste-
ma hemolitico/ sistema emolitico/ sistema hemolitico/ hemolytiskt system/
Haemolytisk system/ hemolyyttinen jarjestelma/ Hemolytisch systeem/ he-
molytisk System/ AipoAuTiké cUoTnua / System hemolityczny / hemolyticky
systém/ hemoliti¢ni sistem/ hemolyticky systém / Hemolitikus rendszer/
remMonuTuyeckas cuctema
Ery1hrozyten/ erythrocytes/ Hématies/ eritrocitos/ eritrociti/ eritrocitos/ erytro-
cyter/ Erythrocytter/ erytrosyytit/ Erytrocyten/ erytrocytter/ EpuBpokUttapa /
Erytrocyty / erytrocyty / eritrociti / vorésvértestek/ aputpountbl
Ambozeplor/ amboceptor/ Serum Hemolytique/ amboricettore/ Ambocep-
tor/ amboseptori/ Amboceptor/ Augidoxelg / amboceptor vagy hemolizin/
ambouenTop
verdiinnen oder I&sen in/ dilute or disolve in/ a diluer ou a dissoudre/ disolver
o diluir/ diluire o sciogliere in/ diluir ou dissolver em/ spad ut eller 16s upp i/
Fortyndes eller oplgses i/ laimennetaan tai liuotetaan/ verdunnen of oplossen
in/ fortynne eller lgs opp i/ Apaiwon 1 Sidthuon ot / rozcienczy¢ lub rozpuscic w
/ rozriedit alebo rozpustit v / razrdecite ali raztopite v /rozfedit nebo rozpustit
v / higité/ passectv unn pacteopuTts B
destilliertes Wasser/ aqua detillata/ Eau distillée/ agua destilada/ acqua distil-
lata/ 4gua destilada/ destillerat vatten/ Destilleret vand/ tislattu vesi/ gedestil-
leerd water/ destillert vann/ AmeoTaypévo vepo / Woda destylowana / destilo-
vana voda/ destilirana voda / desztillalt viz/ auctunnuposaHHas Boga
In-vitro Diagnostik Anwendung/ in-vitro diagnostic use/ Diagnostic in vitro/
uso de diagndstico in-vitro/ In-vitro diagnostic use/ para uso no diagnéstico in
vitro/ in vitro diagnostik anvéndning/ In-vitro diagnostisk anvendelse/ in vitro
diagnostiikkakaytté/ Gebruik voor in-vitro diagnose/ in-vitro diagnostik bruk/
Xprion diayvwoTikAg eviog owArva /do diagnostyki in-vitro / pre ucely diag-
nostiky in vitro / diagnosti¢na uporaba in vitro / diagnostické pouZziti in-vitro / In
vitro hasznalatra/ npumeHeHu1e anarHocTvkm in-vitro

Adenovirus / Adeno, Virus / Adeno-Virus / Adenovirus / Adevoiog / Adenowirus
/ adenovirus / adenovirus / aneHoBupyc

Brucella / Brucela/ BpoukéAAa/ 6pyuenna

Campylobacter fetus ssp. Intestinalis / kaptruhoBaknpidio fetus ssp. Intesti-
nalis/ kamnuno6GakTtep fetus subspecies intestinalis
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Campylobacter jejuni / kauTruAoBakTnpidio vnoTidog/ kamnunoBakTep jejuni
Chlamydia / Clamidia/ XAapudia / chlamydia/ xnamuaun

Coxiella burnetii (Q-Fieber) Phase 1/ Coxiella burnetii (Q-fever) phase 1/ Co-
xiella Burnetii (Q, fiebre) Phase 1/ Coxiella burnetii (Febre Q) fase 1/ Coxiella
Burnetii (Q-Feber) fase 1 / Pikétola Tou Tupetol Q @don 1/ Coxiella burnetii
(goraczka Q) faza 1 / Coxiella burnetii (Q-hortcka) faza 1 / Coxiella burnetii
(mrzlica Q) faza 1/ Coxiella burnetii (Q-horecka) faze 1 / Coxiella burnetii (Q
laz) 1-es fazis/ kokcuana GypHeTun (Q-nuxopaaka) dasa 1

Coxiella burnetii (Q-Fieber) Phase 2 / Coxiella burnetii (Q-fever) phase 2 / Co-
xiella Burnetii (Q, fiebre) Phase 2 / Coxiella burnetii (Febre Q) fase 2/ Coxiella
Burnetii (Q-Feber) fase 2 / PikéTola Tou TrupeToU Q @don 2 / Coxiella burnetii
(goraczka Q) faza 2 / Coxiella burnetii (Q-horucka) faza 2 / Coxiella burnetii
(mrzlica Q) faza 2 / Coxiella burnetii (Q-horecka) faze 2 / Coxiella burnetii (Q
|az) 2- es fazis/ kokcnana GypHeTun (Q-nuxopazka) asa 2

Coxsackievirus A9/ Coxsackie virus A9/ virus Coxsackie A9 / 16¢ Tng
weudomoAiopueAinidag A9 / Wirus Coxsackie A9 / Virus Coxsackie A9 / virus
coxsasckie A9 / C ie virus A9/ Bupyc (C-upyc) A9

Coxsackievirus B1/ Coxsackie virus B1/ virus Coxsackie B1 / 16¢ Tng
weudotohiopueAindag B1 / Wirus Coxsackie B1 / Virus Coxsackie B1 / virus
coxsasckie B1/ Coxsackie virus B1/ Kokccaku supyc (C-supyc) B1

Coxsackievirus B2/ Coxsackie virus B2/ virus Coxsackie B2 / log Tng
weudotrohiopueAimidag B2 / Wirus Coxsackie B2 / Virus Coxsackie B2 / virus
coxsasckie B2 / Coxsackie virus B2/ Kokccaku supyc (C-Bupyc) B2

Coxsackievirus B3/ Coxsackie virus B3/ virus Coxsackie B3 / 16¢ ng
weudomoAiopueAinidag B3 / Wirus Coxsackie B3 / Virus Coxsackie B3 / virus
coxsasckie B3 / Coxsackie virus B3/ Kokccaku Bupyc (C-upyc) B3

Coxsackievirus B4/ Coxsackie virus B4/ virus Coxsackie B4 / 16¢ Tng
weudotmohiopueAinidag B4 / Wirus Coxsackie B4 / Virus Coxsackie B4 / virus
coxsasckie B4 / Coxsackie virus B4/ Kokccaku supyc (C-supyc) B4

Coxsackievirus B5/ Coxsackie virus B5/ virus Coxsackie B5 / log Tng
weudotrohiopueAimidag B5 / Wirus Coxsackie B5 / Virus Coxsackie B5 / virus
coxsasckie B5 / Coxsackie virus B5/ Kokccaku supyc (C-Bupyc) B5

Coxsackievirus B6/ Coxsackie virus B6/ virus Coxsackie B6 / 16¢ Tng
weudomoAiopueAinidag B6 / Wirus Coxsackie B6 / Virus Coxsackie B6 / virus
coxsasckie B6 / Coxsackie virus B6/ Kokccaku Bupyc (C-Bupyc) B6

Coxsackievirus B1-B6/ Coxsackie virus B1-B6/ virus Coxsackie B1-B6 / 16g
NG weudotroAlopuegAindag B1-B6 / Wirusy Coxsackie B1-B6 / Virus Coxsa-
ckie B1-B6 / virus coxsasckie B1-B6 / Coxsackie virus B1-B6/ Kokccaku Bupyc
(C-supyc) B1-B6
Coxsackievirus Pool (A9, B1-B6)/ Coxsackie, virus Pool (A9, B1 - 6) / Coxsa-
ckie-virus Pool (A9, B1 - 6) / Agrupamento de virus Coxsackie (A9, B1 - 6) / 16g
NG weudotrohiopueAindag Pool (A9, B1 - B6) / Pula wirusow Coxsackie (A9,
B1 - B6) / pool virusov Coxsackie (A9, B1-B6) / Skupina virusov Coxsackie
(A9, B1-B6) / skupina virti coxsackie (A9, B1 — 6) / Coxsackie virus (A9, B1-
B6) keverék/ coBokynHocTb Kokccaku Bupycos (C-supycos) (A9, B1-B6)
*Cytomegalovirus | Cytomegalo, virus / Cytomegalo-virus / Citomegalovirus
| Kuttapopeyahoidg / cytomegalovirus / Citomegalovirus/ cytomegalovirus/
LMTOMEranosupyc
Epstein-Barr Virus / Epstein-Barr, Virus / Epstein-Barr-Virus / Virus Epstein-
Barr / 16¢ Epstein - Barr / Wirus Epsteina i Barra / virus Epsteina a Barrovej
/ Virus Epstein-Barr / virus Epsteina a Barrové / Epstein-Barr Virus / Bupyc
OnwreitHa-bappa
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 Echovirus (4, 6, 9, 14,
24, 30) / Eviepikdg 16¢ Pool (4, 6, 9, 14, 24, 30) / Pula wiruséw ECHO (4, 6, 9,
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14, 24, 30) / pool echovirusov (4, 6, 9, 14, 24, 30) / Skupina ehovirusov (4, 6,
9, 14, 24, 30) /skupina echovirti (4, 6, 9, 14, 24, 30) / Echovirus (4, 6, 9, 14, 24,
30) keverék / coBokynHoCTb axoBUpYCcOB (4, 6, 9, 14, 24, 30)

FSME Virus/TBE Virus / FSME, virus/TBE, virus / FSME-virus/TBE-virus
! Virus-TBE / 16¢ TG KPOTWVOYEVOUG EYKEQPAAITISAG (£apIvi-KaAoKaIpIvi
unviyyoeykepaAinda - FSME) / Wirus kleszczowego zapalenia mézgu (FSME)
/ virus FSME (virus kliestovej meningoencefalitidy ) /virus TBE/ Virus klopne-
ga encefalitisa (TBE) / FSME(TBE) virus / Kullancsencephalitis virus / Bupyc
BeCeHHe-NeTHero MeHuHroaHuedanuta FSME(TBE)

Herpes Simplex Virus 1/2 / Herpes Simplex, Virus 1/2 / Herpes-Simplex-Virus
1/2 / Virus Herpes-Simplex 1/2 / 16 Tou amAou épmin %2 / Wirus opryszczki
pospolitej 1/2 / virus Herpex simplex 1/2/ Virus Herpes Simplex 1/2/ virus her-
pes simplex 1/2 / Herpes Simplex Virus %2 / Bupyc nyasipbkosoro repneca 1/2

Influenza A Virus / Influenza, virus A / Influenza-virus A / Virus Influenza A /
Influensavirus A / Influenzavirus A / 16g TG ypiting A / Wirus grypy typu A /
virus chripky typu A / Virus influence A/ virus chiipky A / Influenza A virus /
BUpYC rpunna A

Influenza B Virus / Influenza, virus B / Influenza-virus B / Virus Influenza B /
Influensavirus B / Influenzavirus B / 16g Tng ypitng B / Wirus grypy typu B /
virus chripky typu B / Virus influence B/ virus chfipky B / Influenza B virus /
Bupyc rpunna B

Influenza Virus Pool / Influenza, virus-Pool / Influenza-virus-Pool / Agrupa-

mento de virus Influenza / Influensavirus Pool / Influenzavirus Pool / 16g Tng

ypitng Pool / Pula wiruséw grypy / pool virusov chripky / Skupina virusov

influence/ skupina virl chfipky / Influenza virus keverék / coBokynHocTb

BUPYCOB rpunna

Legionella pneumophila / Legionella Pneumophila / Trveup6@iAo Aeyiovéra /
Legionella pneumophila (6onesHb nernoHepos)

Leptospira biflexa / Aemrréomeipa biflexa/ nentocnupei biflexa

Leptospira canicola / AemrtéoTrelpa canicola/ nentocnupsbl canicola
Leptospira grippotyphosa / AetrréoTreipa grippotyphosa / nentocnupbl rpunno-
TudosHble grippotyphosa

Leptospira icterohaemorrahagiae / AemrréoTeipa icterohaemorrahagiae /
nentocnupel icterohaemorrahagiae

Leptospira pomona / AemTéoTTEIpa pomona/ nenTocnupbl pomona
Leptospira sejroe / AeTITOOTIEIPa Sejroe/ NenTocnupsl sejroe
Leptospira / AemrtéoTeipa / nentocnupb!

Leptospira / AemrtéoTeipa / nentocnups!

Listeria  monocytogenes/
MOHOUMTOreHHas

Masern Virus / Measles Virus / Virus de Rougeole / Masern, virus / Virus de
Sarampo / Masslingvirus / Maeslingevirus / 16 Tng IAapdg / Wirus odry / virus
osypok/ Virus o$pic / virus spalni¢ek / Kanyaré virus / Bupyc kopu

Mumps Virus / Parotitis virus / Virus des Oreillons / Parotitis, virus / Virus de
parotidite / passjukevirus / faresyge virus / Mapwrtinda / Wirus zapalenia przy-
usznic / virus mumpsu/ Virus mumpsa / virus pfiusnic / Mumpsz virus / Bupyc
AMNMAEMUYECKOTO NapatuTa

Niotépia monocytogenes  /  nuctepusi

Mycoplasma pneumoniae / MukOTTAGOPO TTVEUPOVWY / MUKOMNa3MeHHast
NHEeBMOHUA

Neisseria gonorrhoeae / Naiooépia n yovokokkikr / roHopen Heiiccepa

Parainfluenza Virus 1/ Parainfluenza, virus 1 / Parainfluenza-virus 1/ Virus
Parainfluenza 1 / Parainfluensvirus 1 / 16 Tng mapa-ypitng 1/ Wirus grypy
rzekomej 1 / virus parainfluenzy 1/ Virus parainfluence 1/ viry parainfluenzy 1
/ Parainfluenza virus 1/ Bupyc 1 naparpunnosHoro 3abonesanus

Parainfluenza Virus 2 / Parainfluenza, virus 2 / Parainfluenza-virus 2 / Virus
Parainfluenza 2 / Parainfluensvirus 2 / 16¢ Tng rapa-ypitng 2 / Wirus grypy
rzekomej 2 / virus parainfluenzy 2/ Virus parainfluence 2 / viry parainfluenzy 2
/ Parainfluenza virus 2 / Bupyc 2 naparpvnnoaHoro 3abonesanus

Parainfluenza Virus 3 / Parainfluenza, virus 3 / Parainfluenza-virus 3 / Virus
Parainfluenza 3 / Parainfluensvirus 3 / 16 Tng mapa-ypitng 3 / Wirus grypy
rzekomej 3 / virus parainfluenzy 3/ Virus parainfluence 3 / viry parainfluenzy 3
[/ Parainfluenza virus 3 / Bupyc 3 naparpvnnoaHoro 3a6onesanus

Parainfluenza Virus Pool (1, 2, 3) / Parainfluenza, virus Pool (1, 2, 3) / Pa-
rainfluenza-virus Pool (1, 2, 3) / Agrupamento de virus Parainfluenza 1, 2, 3
/ Parainfluensavirus Pool (1, 2, 3) / 16g Tng mapa-ypitng Pool (1, 2, 3) / Pula
wiruséw grypy rzekomej (1, 2, 3) / pool virusov parainfluenzy (1,2,3) / Skupi-
na virusov parainfluence (1, 2, 3) / skupina virQ parainfluenzy (1, 2, 3) / Pa-
rainfluenza virus (1, 2, 3) keverék / COBOKYNHOCTb BUPYCOB Naparpunmno3Horo
3abonesanus (1, 2, 3)

Picorna Virus Pool / Picorna, Virus-Pool / Picorna-Virus-Pool / Agrupamento
de Virus Picorna /l6g Picorna Pool / Pula pikornawiruséw / pool pikornaviru-
sov/ Skupina virusov Picorna / skupina picornaviry / Picorna virus keverék /
COBOKYMHOCTb MUKOPHABUPYCOB (ManeHbK1X BUPYCOB)

Poliovirus / Polio, Virus / Polio-Virus /Virus da Polio / 16 Polio / Wirus chor-
oby Heinego i Medina / virus obrny/ Poliovirus / poliovirus / Poliovirus /
nonvoBMpyc

Resp. Syncytial Virus (RSV) / Resp.-Syncytial, Virus (RSV) / Resp.-Syncytial-
Virus (RSV) / Virus Respiratério Sincicial (VRS) / Respiratorisk Syncytial Virus
(RSV) / AvarrveuaTikdg ouykuTiakog 16g (RSV) / Wirus zespdini uktadu od-
dechowego (RSV)/ respiracny syncycialny virus (RSV) / Respiratorni sincicjs-
ki virus (RSV) / respiracni syncyciélni virus (RSV) / RS-supyc

Rotavirus / Rota, Virus / Rota-Virus / Rotavirus / 16¢ Rota / Rotawirus / rota-
virus/ / rotavirus / potaBupyc
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Toxoplasma gondii / To§émAaopa gondii / Tokconna3sma gondii

Varicella-Zoster Virus (VZV) / Varicella-Zoster, Virus (VZV) / Varicella-Zos-
ter-Virus (VZV) / Virus Varicella-Zoster (VVZ) / 16 avepeuhoyidg-£ptinTog

{woTApog / Wirus ospy wietrznej i pdtpasca / virus Varicella zoster (VZV) /
Virus Varicella-Zoster (VZV) Nvirus varicella-zoster (VZV) / Bupyc BetpsiHoi
ocnbl (VZV)

Yersinia enterocolitica 03 / MavwAn enterocolitica 03 / Mepcunma interocoli-
tica 03

1209] Yersinia enterocolitica 09 / MavwAn enterocolitica 09 / Mepcunns interocoli-
tica 09

1201| Yersinia pseudotuberculosis / MavwAn pseudotuberculosis / Vepcutns
nceeaotybepkynésHas
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SUOJATOIMET JA JATEHUOLTO

Testireagenssien ja potilasnaytteiden kasittelyssa patevat vakiintuneet

laboratoriosaannét:

- 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 seké potilas
seerumeja on silti pidettava tartuntavaarallisina. Siksi materiaalit, joi-
ta ei testissa enaa tarvita, on autoklavoitava.

- Tiloissa, joissa kasitelladn testireagensseja tai potilasnaytteitd, ei saa
syoda, juoda eika tupakoida.

- Kasiteltdessa testireagensseja ja potilasnaytteita tulee valttaa suoraa
kontaktia niiden kanssa kayttamalla laboratoriotakkia, kertakayttokasi
neita ja suojalaseja. Toiden paatyttya kadet tulee pesta huolellisesti.

- Reagensseja ei saa paastaa lasten kasiin.

Jatehuollossa on noudatettava voimassa olevia lakeja ja sdadoksia.

@

VEILIGHEIDSMAATREGELEN EN AFVALVERWIJDERING

Voor het gebruik van de testreagentia en de patiéntenmonsters 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 geinactiveerd.

- Controlesera, antigenen en controleantigenen evenals de patiénten
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 patiéntenmonsters ge
werkt wordt, mag niet gegeten, gedronken of gerookt worden.

- Vermijd direct contact bij het omgaan met testreagentia en patiénten
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 handtering av testreagensene og pasientprovene 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, sa vel som pasientsera,
ma betraktes som potensielt infeksigse.

- Alt restmateriale og utstyr som har veert i kontakt med potensielt
infektigst materiale, ma dekontamineres etter bruk.

- Ikke spis, drikk eller reyk i omrader der det arbeides med testreagen
ser eller med pasientprover.

- Bruk laboratoriekittel, engangs-hansker og vernebrille for & unnga
kontakt nar du handterer testreagenser og pasientprever. Vask
hendene grundig etterpa.

- Oppbevar reagensene utilgjengelig for barn.

Folg de til enhver tid gyldige lovforskriftene for deponering.

Serion Immundiagnostica GmbH
Friedrich-Bergius-Ring 19 | D - 97076 Wiirzburg, Germany
Tel. 4+49.(0)931.30 45 580 | Fax +49.(0)931.30 45 590

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
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4.5 CFT buffer (CFTB)

order number
9009
1x2liter

dissolve content of 1 vial (powder) in 2 liter distilled water;
pH7.3 +/-0.1
ready to use after dissolution

For pretreatment dilute the serum 1:1 with complement. Example: Mix 100 uI serum
(undiluted) + 100 ul complement (undiluted). Incubate for 30 minutes at 37° C in a
water bath or 60 minutes at room temperature. After addition of 800 ul 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. Patients 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

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 working dilution: wash erythrocytes in physiological sodium

In the test, antigen and sera are mixed together in the presence of cc it 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 lyophilized, reconstitute with distilled water as indicated on
see the label; preservative: 0.01 % Thiomersal; Working dilution:
product list dilute in CFT buffer as indicated on the label

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

storage and stability:

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 lyophilized, reconstitute in 0.1 ml distilled water;
see preservative: < 0.1 % sodium azide

product list 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: Iyophilized 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!

9004 chloride solution or CFT buffer, adjust the suspension photo-
50 ml metrically to 1 % with CFT buffer
storage and stability: undiluted: at 2-8° C until expiry date (see label);
19 suspension: 1 week
196 sheep erythrocytes
order number ready-to-use
9008 for the production of the hemolytic system
50 ml

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 ul 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.

lyzed 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 with antigen test run with control antigen
110 1:20 1:40 1:80 L:160|SC* 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160

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

titer SC*

pos.-control

neg.-control

patient 1

patient 2

patient 3

efc.

Reading
100 % hemolysis record avalue of 4 = positive
75% hemolysis record avalue of 3 = positive
50 9% hemolysis record avalue of 2 = negative
25% hemolysis record avalueof 1 =negative
traces of hemolysis record avalue of  +/- =negative
complete hemolysis records avalue 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

+/- 1titer

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.

complemen ool 2 [ 1 |os | o 2 [1 |5 |os

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

Test run for every patient’s serum or control

« add 25 ul CFT buffer into well 1, and wells 3 to 6 within one row

« pipette 25 ul diluted serum (1:10, patient's or controls) into well 1, 2 and 3 titration
of sera: starting from well 3 titrate over 25 ul serum dilution from each of well 3 to
6 into next well. Discard 25 ul from well 6. The titration corresponds to a dilution
series of 1:10 (well 1 and 2) to 1:160 (well 6)

« pipette 25 ul 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 ul 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 ul working dilution of complement in well 2 and 3, starting from well 3
titrate over 25 ul from each of well 3 to 5 into next well. Discard 25 ul from well 5.
This titration corresponds to a dilution series of 2, 1, 0.5 and 0.25 complement units
pipette 25 ul 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
96 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 ul 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!

For | 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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