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1. Asnwendungsbereich

Fir die in vitro Diagnostik. Der RIDASCREEN® Haemo-/Haptoglobin Complex ist ein
Enzym-immunoassay zum guantitativen Nachweis des humanen
Hamoglobin-/Haptoglobin-Komplexes in Stuhlproben.

2. Zusammenfassung und Erklarung des Tests

In Deutschland erkranken jahrlich ungefahr 66.000 Menschen neu an Darmkrebs und
ca. 30.000 Personen sterben pro Jahr an den Folgen der Erkrankung. Damit ist das
Kolonkarzinom eine der haufigsten Krebsarten und Todesursachen bundesweit.
Etwa 10 % der Neuerkrankten sind erblich vorbelastet und gehdéren zu einer
Hochrisikogruppe. Die Bundesarztekammer empfiehlt aufgrund der hohen Inzidenz
regelméanige Vorsorgeuntersuchungen ab dem 50. Lebensjahr. Das Kolonkarzinom
entwickelt sich langsam im Verlauf von 10 - 12 Jahren aus makroskopisch sichtbaren
und oft lange unverandert bestehenden Adenomen. Bei friihzeitiger Erkennung und
Entfernung dieser Formen bestehen sehr gute Heilungsmdglichkeiten - bis zur
vollstdndigen Genesung. Die Koloskopie ist als direkte Nachweismethode die
Referenz. Karzinome und zum Teil auch gréBere Adenome geben intermittierend
Blut/Hamoglobin in das Darmlumen ab. Auf dem gleichen Weg gelangt auch der
Hamoglobin-/Haptoglobin-Komplex (Hb/Hp-Komplex), der eine wichtige Rolle bei der
Ruckgewinnung von Hamoglobin aus lysierten Erythrozyten spielt, in den Darm.
Sowohl Hamoglobin als auch der Hb/Hp-Komplex kénnen zum Nachweis von
okkultem (nicht sichtbarem) Blut im Stuhl herangezogen werden.

Das derzeit meistverwandte nicht-invasive Testverfahren zum Nachweis von
okkultem Blut im Stuhl basiert auf der Umwandlung des farblosen Guajak-Harzes
durch die unspezifische Pseudo-Peroxidase-Aktivitat des Porphyrinrings (Ham), dem
zentralen funktionellen Bestandteil des Hamoglobins, zu einem blauen Farbstoff. Der
Test beruht also nicht auf den artspezifischen Nachweis von Proteinketten des
humanen Hamoglobins, wodurch es bei Hamoglobin und Myoglobin aus tierischen
Fleischprodukten sowie bei Nahrungsbestandteilen mit Peroxidase-Aktivitat (z.B.
Obst- und Gemuse wie Radieschen oder Meerrettich) zu falsch positiven
Ergebnissen kommen kann.

Falsch negative Ergebnisse konnen durch antioxidativ wirkende, sekundére
Pflanzenstoffe (z.B. in Rotwein) und auch durch Vitamin C (Ascorbinsaure), welches
vielen Lebensmitteln als Konservierungsmittel zugesetzt wird, auftreten. Ohne eine
hinreichende Diat vor und wéahrend der Probennahme sind bei der Guajak-
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Testmethode keine aussagekréaftigen Ergebnisse gewahrleistet. Dieses erklart die
zum Teil schlechte Sensitivitat von 28 - 40 % solcher Testverfahren.

Moderne, immunologische Tests haben durch die Verwendung spezifischer
Antikorper, die ausschliellich humanes Hamoglobin bzw. den humanen
Hamoglobin/Haptoglobin-Komplex nachweisen, einen deutlichen Vorteil gegeniber
dem biochemischen Nachweis der Guajak-Tests. Auf eine vorgeschaltete Diat kann
verzichtet werden; falsch positive bzw. falsch negative Ergebnisse durch
Nahrungsbestandteile sind nahezu ausgeschlossen. Der immunologische Test
erkennt dartber hinaus humanes Hamoglobin in 100fach niedrigerer Konzentration
als biochemische Methoden.

Die Bestimmung des Hamoglobin/Haptoglobin-Komplexes bietet einen erganzenden
diagnostischen Vorteil. Da der Hb/Hp-Komplex sehr stabil gegentber dem Abbau
durch Sauren bzw. Proteasen ist, lasst dieser sich auch nach langeren
Darmpassagen im Stuhl nachweisen. Somit kénnen Blutbeimengungen von gré3eren
Darmpolypen und hoher gelegenen Kolonkarzinomen ebenfalls mit einer hohen
Sensitivitat erfasst werden.

Da Karzinome und Polypen in einem unterschiedlichen Ausmalf} und intermittierend
bluten kénnen, ist es aber auch bei immunologischen Nachweisverfahren ratsam,
mehrere Stuhlproben (2 bis 3) zu untersuchen.

Die zuverlassigere und unter Umstanden auch fruhere Diagnose mittels
immunologischer Tests ermdglicht in den meisten Fallen die frihzeitige Entfernung
von Polypen, Adenomen und Karzinomen in einer anschlie3end durchzufiihrenden
Koloskopie. Daraus resultieren bessere Heilungsprognosen und nicht zuletzt
geringere Folgekosten fir die Patienten.

3. Testprinzip

Im RIDASCREEN® Haemo-/Haptoglobin Complex werden spezifische Antikérper in
einem Sandwich-Verfahren eingesetzt. An der Oberflaiche der Vertiefung der
Mikrotiterplatte sind polyklonale Antikérper gegen Epitope des humanen
Haptoglobins gebunden. Eine Suspension der zu untersuchenden Stuhlprobe wird in
die Vertiefung der Mikrotiterplatte pipettiert und darin inkubiert. Danach erfolgt ein
Waschschritt und eine zweite Inkubation zusammen mit einem monoklonalen Anti-
Hamoglobin-Antikorper, welcher mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert ist. Bei
Anwesenheit des Hamoglobin/Haptoglobin-Komplexes bildet sich ein Sandwich-
Komplex aus den immobilisierten Antikérpern, dem Hb/Hp-Komplex und dem

RIDASCREEN® Haemo-/Haptoglobin Complex 2017-03-31 4



konjugierten Antikdrper. Nicht gebundene enzymmarkierte Antikbrper werden in
einem weiteren Waschschritt entfernt. Nach der Zugabe von Substrat wandelt
gebundenes Enzym bei positiven Proben die farblose Losung in den Vertiefungen
der Mikrotiterplatte in eine blaue Losung um. Durch Zugabe von Stopp-Reagenz
erfolgt ein Farbumschlag von blau nach gelb. Die gemessene Extinktion ist
proportional zur  Konzentration des in der Probe  vorhandenen
Hamoglobin/Haptoglobin-Komplexes.

4. Packungsinhalt

Die Reagenzien einer Packung reichen fur 96 Bestimmungen.

Tab. 1: Packungsinhalt fiir RIDASCREEN® Haemo-/Haptoglobin Complex (G09031)

96 Best.  Mikrotiterplatte; 12 Mikrotiterstreifen (teilbar) im
Halterahmen;
beschichtet mit polyklonalen Antikérpern (aus
Kaninchen) gegen humanes Haptoglobin

100 ml Probenverdinnungspuffer 3 (zur Endverdiinnung);
Protein-gepufferte NaCl-Lésung; enthalt 0,1 % NaNg;
gebrauchsfertig; rot gefarbt

100 ml  Waschpuffer 10x (10-fach konz.); Phosphat-gepufferte
NaCl-Losung;
enthalt 0,1 % Thimerosal

4 St. Kalibrator (zum Standardabgleich); 0,5 ml lyophylisiert

4 St. Positivkontrolle; 0,5 ml lyophilisiert

LLow control| 4 4 St. Niedrige Positivkontrolle; 2 ml lyophilisiert

12 ml Konjugat; Peroxidase-konjugierter, monoklonaler
Antikdrper gegen humanes Hamoglobin (aus Maus) in
stabilisierter Proteinlosung; gebrauchsfertig

12 ml Substrat; Wasserstoffperoxid / TMB; gebrauchsfertig

Stop 12 mi Stopp-Reagenz; 1 N Schwefelsaure; gebrauchsfertig

Gefahrstoffangabe gemaéal Kennzeichnungspflicht. Weitere Details siehe Material
Safety Data Sheets (MSDS) www.r-biopharm.com.
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5. Reagenzien und ihre Lagerung

Alle Reagenzien inkl. der lyophilisierten Kalibratoren, Positivkontrolle und Niedrige
Positivkontrolle sind bei 2 - 8 °C zu lagern und bis zu dem auf dem jeweiligen Etikett
aufgedruckten Verfallsdatum verwendungsfahig. Nach Rekonstitution von Kalibrator,
Positivkontrolle und Niedriger Positivkontrolle sind diese unmittelbar im Test
einzusetzen. Restlosungen der rekonstituierten Lyophilisate sind nach Testansatz zu
verwerfen. Der verdinnte Waschpuffer ist bei einer Lagerung von 2 - 8 °C fiur 4
Wochen haltbar. Mikrobielle Kontamination ist zu vermeiden. Nach Erreichen des
Verfallsdatums kann keine Qualitatsgarantie mehr tbernommen werden. Der Alu-
Beutel, der die Mikrotiterplatte enthalt, ist mit einer Schere so zu 6ffnen, dass der
Klippverschluss nicht abgetrennt wird. Nicht bendtigte Mikrotiterstreifen sind im
verschlossenen Alu-Beutel sofort wieder bei 2 - 8 °C zu lagern. Eine direkte
Lichteinwirkung auf das farblose Substrat ist zu vermeiden, um einer Zersetzung
bzw. Blaufarbung durch Autooxidation vorzubeugen. Bei aufgetretener Blaufarbung
kann das Substrat nicht mehr verwendet werden.

6. Zusatzlich bendtigte Reagenzien - erforderliches Zubehor

6.1. Reagenzien

Destilliertes oder deionisiertes Wasser

6.2. Zubehor

RIDA®TUBE Haemoglobin (GZ3012)

Vortex-Mixer (optional, siehe 9.4.)

Mikropipette fir 20 — 100 pl und 1 ml Volumina

Messzylinder (1000 ml)

Stoppuhr

Waschgerat fur Mikrotiterplatten oder Mehrkanalpipette (300 pl)
Photometer fur Mikrotiterplatten (450 nm; Referenzfilter 620 nm)
Filterpapier (Labortlicher)

Abfallbehalter mit einer 0,5 %-igen Hypochloritldsung

7. VorsichtsmalRnahmen

Nur fiir die in vitro Diagnostik.

Dieser Test ist nur von geschultem Laborpersonal durchzuftihren. Die Richtlinien zur
Arbeit in medizinischen Laboratorien sind zu beachten. Die Gebrauchsanweisung zur

RIDASCREEN® Haemo-/Haptoglobin Complex 2017-03-31 6



Durchfuihrung des Tests ist strikt einzuhalten. Der Kalibrator, die Positivkontrolle und
die Niedrige Positivkontrolle enthalten humanes Blut, welches auf HIV und Hepatitis
getestet und fur negativ befunden wurde. Dennoch sollten Kalibrator und Kontrollen,
ebenso wie die Stuhlproben, als potentiell infektibs geméafl den nationalen
Sicherheitsbestimmungen behandelt werden.

Proben oder Reagenzien nicht mit dem Mund pipettieren. Kontakt mit verletzter Haut
oder Schleimhauten vermeiden. Wahrend des Umgangs mit Reagenzien und Proben
personliche Schutzausristung (geeignetes Handschuhmaterial, Kittel, Schutzbrille)

tragen und nach Abschluss des Tests die Hande waschen. In Bereichen, in denen
mit Proben gearbeitet wird, nicht rauchen, essen oder trinken.

Der Waschpuffer enthalt als Konservierungsmittel 0,1 % Thimerosal. Eine Bertuhrung
mit der Haut oder Schleimhaut ist zu vermeiden

Extraktions- und Probenverdunnungspuffer enthalten als Konservierungsmittel 0,1 %
NaNs. Eine Berihrung mit der Haut oder Schleimhaut ist zu vermeiden.

Wasserstoffperoxid kann zu Veratzungen fuhren. Vorsichtig handhaben!

Das Stopp-Reagenz enthalt 1 N Schwefelsdure. Hautkontakt sowie Kontakt mit
Kleidung vermeiden! Bei Hautkontakt mit Wasser spiilen.

Samtliche Reagenzien und Materialien, die mit potentiell infektiosen Proben
zusammen-kommen, missen mit geeigneten Desinfektionsmitteln behandelt oder
mindestens eine Stunde bei 121 °C autoklaviert werden. VORSICHT: Um die Bildung
giftiger Gase zu vermeiden, muss Flissigabfall, der Stopp-Reagenz enthalt,
neutralisiert werden, bevor er in eine Hypochloritldsung gegeben wird.

Alle Reagenzien und Materialien missen nach Gebrauch sachgerecht und

eigenverantwortlich entsorgt werden. Bitte beachten sie bei der Entsorgung die
jeweils national geltenden Vorschriften!

8. Sammlung und Lagerung der Proben

Die Stuhlprobe wird mit RIDA®TUBE Haemoglobin Stuhlentnahmerdhrchen
gesammelt. Die Probe ist im Extraktionspuffer fiir 5 Tage bei 2 — 30 °C stabil.
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9. Testdurchfuhrung

9.1. Allgemeines

Vor Verwendung sind alle Reagenzien und die Mikrotiterplatte unbedingt auf
Raumtemperatur (20 - 25 °C) zu bringen. Die Mikrotiterstreifen sind erst nach
Erreichen der Raumtemperatur dem Alu-Beutel zu entnehmen. Die Reagenzien sind
unmittelbar vor der Verwendung gut zu mischen. Nach dem Gebrauch sind die
Mikrotiterstreifen (im verschlossenen Beutel) und die Reagenzien wieder bei 2 - 8 °C
zu lagern. Einmal benutzte Mikrotiterstreifen durfen nicht wiederverwendet werden.
Reagenzien und Mikrotiterstreifen durfen nicht verwendet werden, wenn die
Verpackung beschédigt ist oder die Gefal3e undicht sind. Ein direkter Kontakt von
Proben mit den Kitkomponenten ist zum Ausschluss von Kreuzkontamination zu
vermeiden. Direkte Sonneneinstrahlung wahrend der Testdurchfihrung sollte
vermieden werden. Es wird empfohlen, die Mikrotiterplatte zur Vermeidung von
Verdunstungsverlusten abzudecken oder abzukleben.

9.2. Herstellung des Waschpuffers

1 Teil des Waschpuffers 10x wird mit 9 Teilen destilliertem Wasser
gemischt (1:10). Eventuell im Konzentrat vorhandene Kristalle sind vorher durch
Erwarmen (Wasserbad bei 37 °C) zu l6sen.

9.3. Vorbereitung von Kalibrator und Positivkontrolle (optional Niedrige
Positivkontrolle)

Der Kalibrator [Calibrator], Positivkontrolle und Niedrige Positivkontrolle
lLow control| + | liegen lyophilisiert vor und missen fiir jeden Testansatz erst kurz vor
Testbeginn frisch in Probenverdinnungspuffer |Diluent | 3 | gelést werden. Dazu

werden Kalibrator |Calibrator] und Positivkontrolle in 500 pl und die

Niedrige Positivkontrolle [Low control] + | in 2 ml Probenverdiinnungspuffer 3
aufgenommen. Die Lyophilisate missen vor Verwendung vollkommen
rickstandsfrei gelost sein. Dazu kann ein Vortex-Mixer verwendet werden.
Uberschiissige Reste von Kalibrator, Positivkontrolle und Niedriger Positivkontrolle
mussen verworfen werden.
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9.4. Probenaufarbeitung und —suspension mit RIDA®TUBE Haemoglobin (Art. Nr.
GZ3012)

Das mit 2,5 ml gebrauchsfertigem Extraktionspuffer vorbefillte RIDA®TUBE
Haemoglobin nimmt 10 mg Stuhlprobe auf. Bei flissigen Stuhlproben kénnen 10 pl
der Stuhlprobe mit der Pipette abgemessen und direkt in den Extraktionspuffer
pipettiert werden.

Die Probennahme und -—extraktion ist in der Gebrauchsanweisung, die den
RIDA®TUBE Haemoglobin Stuhlenthahmerdhrchen beiliegt, detailliert beschrieben
und illustriert und kann alternativ unter www.r-biopharm.de heruntergeladen werden.

Die Stuhlextrakte dirfen nicht lAnger als 5 Tage bei 2 — 30 °C gelagert werden.
a. Probenverdiunnung bei manueller Abarbeitung

50 pl der mit dem RIDA®TUBE Haemoglobin (Art. Nr. GZ3012) erhaltenen
Stuhlsuspension werden - wie in der Gebrauchsanleitung von GZ3012 unter Punkt 8
beschrieben - in der Kavitdt der Mikrotiterplatte vorgelegt und mit 50 pl
RIDASCREEN® Probenverdiinnungspuffer 3 direkt in der Mikrotiterplatte
weiter verdunnt.

b. Probenverdinnung bei Abarbeitung am Automaten

Erfolgt die Testdurchfuhrung auf einem DSX-ELISA-Vollautomaten der Firma Dynex,
wird das hierfur erforderliche Messprotokoll auf Anfrage von der R-Biopharm AG zur
Verfigung gestellt und auf dem Gerat appliziert.

In den Halterahmen der RIDASCREEN® Haemoglobin-Mikrotiterplatte wird die
benottigte Anzahl an Mikrotiterstreifen eingesetzt. Die mit dem Stuhlréhrchen
extrahierte Stuhlsuspension wird im ELISA-Automaten auf der Mikrotiterplatte
vom Gerat automatisch 1:2 verdunnt (Endverdinnung 1:500). Hierzu werden 50 pl
der Stuhlsuspension aus dem (Art. Nr. GZ3012) direkt in die Haemoglobin-
Mikrotiterplatte pipettiert und mit 50 pl Probenverdiinnungspuffer 3 direkt
in der Mikrotiterplatte weiter verdinnt.

Zur Testdurchfihrung auf anderen ELISA-Pipettierautomaten wenden Sie sich bitte
an die R-Biopharm AG.
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9.5. Erste Inkubation

Nach dem Einstecken einer ausreichenden Zahl von Kavitaten in den Halterahmen
erfolgt die Zugabe von 100 ul des gelosten Kalibrators (in
Doppelbestimmung), des RIDASCREEN® Probenverdiinnungspuffers 3
(=Negativ-Kontrolle), Positivkontrolle \ Control | + \ und der zu untersuchenden
Stuhlprobensuspension in die jeweiligen Vertiefungen. Bei Bedarf kann die Niedrige
Positivkontrolle |Low control| + | mitgefilhrt werden. In diesem Fall sind auch hier
100 pl in die entsprechende Kavitat zu pipettieren. AnschlieBend wird die Platte fur
eine Stunde bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) inkubiert.

9.6. Erster Waschschritt

Sorgfaltiges Waschen ist wichtig zur Erzielung korrekter Ergebnisse und sollte daher
strikt nach Anleitung erfolgen. Das Inkubat in den Kavitaten sollte zunachst in einen
Abfallbehalter mit Hypochlorit zwecks Desinfektion entleert werden. Danach wird die
Platte auf saugfahigem Papier ausgeklopft, um die Restfeuchtigkeit zu entfernen.
Anschlieend wird 5-mal mit jeweils 300 pl verdiinntem Waschpuffer (siehe 9.2.)
gewaschen. Dabei ist nach jedem Waschgang fur eine komplette Entleerung durch
Ausklopfen auf einer noch trockenen und unbenutzten Stelle des Papiers zu sorgen.

Bei der Verwendung von Waschautomaten ist die korrekte Einstellung des Geréates
auf den verwendeten Mikrotiter-Plattentyp zu beachten. Ferner sollte eine nicht
komplett partikelfreie Stuhlsuspension vor dem ersten Waschen manuell durch
Ausschleudern aus den Kavitdten entfernt werden, um Verstopfungen der
Waschnadeln zu vermeiden.

Bei den Waschschritten muss auf ein komplettes Absaugen der Flussigkeit geachtet
werden. Nach dem letzten Waschschritt sollte die Platte grindlich auf saugfahigem,
sauberem Papier oder Labortiichern ausgeschlagen werden, um die Restfeuchtigkeit
zu entfernen.

9.7. Zweite Inkubation

Zugabe von 100 pl Konjugat in alle Vertiefungen. AnschlieRend wird die
Platte fir eine Stunde bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) inkubiert.
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9.8. Zweiter Waschschritt

Nach Ablauf der Inkubationszeit sollte das Konjugat in den Kavitdten zuné&chst in
einen Abfallbehalter mit Hypochlorit-Lésung zwecks Desinfektion entleert werden.
Danach wird die Platte auf saugfahigem Papier ausgeklopft, um die Restfeuchtigkeit
zu entfernen. Anschlie3end wird 5-mal mit jeweils 300 pl verdinntem Waschpuffer
gewaschen. Dabei ist nach jedem Waschgang fiur eine komplette Entleerung durch
Ausklopfen auf einer noch trockenen und unbenutzten Stelle des Papiers zu sorgen.

9.9. Dritte Inkubation

Zugabe von 100 pl Substrat in alle Vertiefungen. AnschlieBend wird die
Platte fur 15 Minuten bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) im Dunkeln inkubiert. Danach
wird durch Zugabe von 50 ul Stopp-Reagenz in alle Vertiefungen die Reaktion
gestoppt.

Nach vorsichtigem Mischen (leichtes Tippen an den Plattenrand) wird die Extinktion
bei 450 nm und bei einer Referenzwellenlange von 620 nm gemessen.

10. Qualitatskontrolle — Anzeichen fur Reagenzienverfall

Fir die Qualitatskontrolle muss bei jeder Testdurchfiihnrung der Kalibrator
(in  Doppelbestimmung), die Positivkontrolle \ Control | + \ und der
Probenverdiinnungspuffer 3 als Negativ-Kontrolle mitgefiihrt werden, um
Reagenzien-Stabilitat und die korrekte Testdurchfiihrung sicherzustellen.

Der Test ist korrekt verlaufen, wenn der Extinktionswert (OD) der Negativ-Kontrolle
bei 450 nm/620 nm kleiner als 0,05 ist und der gemittelte Extinktionswert (OD) des
Kalibrators innerhalb des auf dem chargenspezifischen Datenblatt angegebenen
Bereiches liegt. Zur weiteren Validierung der Testergebnisse wird empfohlen die
Positivkontrolle routinemalf3ig mitzuftihren. Diese sollte dann innerhalb des auf dem
Datenblatt angegebenen chargenspezifischen Konzentrationsbereiches liegen.

Bei der Abarbeitung des RIDASCREEN® Haemo-/Haptoglobin Complex auf offenen
ELISA-Vollautomaten kann, je nach Automat, der gemessene OD-Wert des
Kalibrators von dem auf dem chargenspezifischen Zertifikat vorgegebenen
Bereich abweichen. Auf ELISA-Vollautomaten ist die Positivkontrolle fur
die Validitat der Testsergebnisse ausschlaggebend und muss daher immer
mitgefiihrt werden. Die Verwendung der Niedrige Positivkontrolle [Low control| + | ist
nicht zwingend erforderlich.

Eine Abweichung von den geforderten Werten ebenso wie eine Reagenzientriibung
oder Blaufarbung des farblosen Substrates vor Zugabe in die Kavitdten kann ein
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Hinweis auf einen Reagenzienverfall sein. Sollten die vorgegebenen Werte nicht
erfullt sein, ist vor einer Testwiederholung Folgendes zu prifen:

Haltbarkeit der verwendeten Reagenzien
Funktionsfahigkeit der eingesetzten Geréte (z. B. Kalibrierung)
Korrekte Testdurchflihrung

Visuelle Kontrolle der Kitkomponenten auf Kontamination oder Undichtigkeit; eine
blaulich verfarbte Substratlésung darf nicht mehr verwendet werden.

Sind bei Testwiederholung die Bedingungen wiederum nicht erfullt, wenden Sie sich
bitte an den Hersteller oder lhren lokalen R-Biopharm-Distributeur.

11. Auswertung und Interpretation

11.1. Ein-Punkt-Quantifizierung nach dem 4-Parameter-logistic-log-Modell

Die Bestimmung der Konzentration des H&amoglobin/Haptoglobin-Komplexes in
ug/g Stuhl erfolgt beim RIDASCREEN® Haemo-/Haptoglobin Complex nach dem
4-Parameter-logistic-log-Modell (4PL).

Fir die Ergebnisermittlung wird die Auswertesoftware RIDA®SOFT Win.net benétigt.
Die RIDA®SOFT Win.net bzw. ein Update kann auf Anfrage von der R-Biopharm AG
oder uber lhren lokalen R-Biopharm Distributeur bezogen werden.

Alternativ zur RIDA®SOFT Win.net kann eine andere Auswertesoftware, die das 4-
Parameter-logistic-log-Modell zur Verfiigung stellt, verwendet werden.

Die fur die 4PL-Berechnung benétigten Parameter (A - D) der Standardkurve sowie
der Sollwert fur Kalibrator, Positivkontrolle und Niedrige Positivkontrolle sind auf dem
dem Testkit beiliegenden chargenspezifischen Datenblatt aufgefiihrt und missen vor
einer Messung jeweils mit den Werten in der Auswertesoftware abgeglichen werden.

Die R-Biopharm AG ermittelt unter optimalen Testbedingungen fiir jede Kitcharge die
Standardkurve (inkl. der Parameter A - D) sowie jeweils einen Sollwert und einen
erlaubten Bereich fir die Standardabweichung von Kalibrator, Positivkontrolle und
Niedrige Positivkontrolle.

Der Kalibrator wird mitgefiihrt, um Testschwankungen auszugleichen und
um die Qualitdt des Testlaufes prifen zu konnen. Die Positivkontrolle dient bei
manueller Abarbeitung nur der Labor-internen Testvalidierung. Wird der Test auf
einem ELISA-Automaten durchgefiihrt, muss die Positivkontrolle mitgefihrt werden.
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Aus dem Mittelwert der Doppelbestimmung der Kalibrator-Kontrolle und dessen
Sollwert wird durch die RIDA®SOFT Win.net intern ein Korrekturfaktor F berechnet
und mit den Extinktionen der Stuhlproben verrechnet. Innerhalb der Grenzen der
Standardkurve ist eine sichere und zuverldssige Bewertung der Testergebnisse
maglich.

11.2. Testergebnis

Ab einem Cut-off-Wert von > 2 pg/g des humanen Hamoglobin/Haptoglobin-
Komplexes im Stuhl ist das Ergebnis als positiv zu bewerten. Liegen die Ergebnisse
unterhalb des Cut-off-Wertes sind die Proben als negativ zu werten.

Wir empfehlen jedem Labor einen eigenen Normwertbereich zu etablieren.

Bei Konzentrationen > 25 pg/g empfehlen wir eine 1:5 Verdinnung des Extrakts
in Diluent 3.

12. Grenzen der Methode

Der RIDASCREEN® Haemo-/Haptoglobin Complex weist Epitope des humanen
Hamoglobin/Haptoglobin-Komplexes in Stuhlproben nach. Blut im Stuhl kann neben
Darmkrebs auch durch andere Faktoren hervorgerufen werden. Ein Zusammenhang
zwischen der Hohe eines ermittelten Extinktionswertes und der Schwere klinischer
Symptome kann hieraus nicht abgeleitet werden. Die erzielten Ergebnisse sind
immer in Verbindung mit dem klinischen Bild zu interpretieren.

Ein positives Ergebnis ist ein deutliches Indiz fur eine Blutungsquelle im Darm, kann
aber auch durch spezifische Partientenfaktoren gegeben sein (z.B. Menstruationsblut
bei weiblichen Patienten oder Hamorrhoiden).

Ein negatives Ergebnis schlie3t mogliche blutende Verdnderungen der Darmwand
nicht aus. Das kann durch eine intermittierende Ausscheidung von Blut und die damit
verbundene zu geringe Antigenmenge in der Probe oder durch eine inhomogene
Verteilung des Hamoglobin/Haptoglobin-Komplexes in der Stuhlprobe verursacht
sein.

Besteht anamnetisch der begriindete Verdacht auf eine Darmerkrankung, wird daher
empfohlen immer mehrere Proben (2 bis 3) aufeinander folgender Stuhlgdnge zu
testen.
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13. Leistungsmerkmale

13.1. Testqualitat

Der RIDASCREEN® Haemo-/Haptoglobin Complex wurde in einer Studie mit insge-
samt 80 Stuhlproben bezuglich Sensitivitdt und Spezifitat in einem externen Labor
gegen den dort routinemallig eingesetzten Immuno-chemiluminometrischen Assay
(ILMA) getestet.
Aus der Untersuchung ging die folgende Korrelation hervor:

Sensitivitat: 100,0 %

Spezifitat: 91,3%

13.2. Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze des RIDASCREEN® Haemo-/Haptoglobin Complex wurde mit
Hilfe des Bo-Wertes (n=22) festgelegt und berechnet sich aus der Addition des Bo-
Wertes und der 2-fachen Standardabweichung von By. Daraus ergibt sich eine
Nachweisgrenze fur den Hamoglobin-/Haptoglobin-Komplex von 0,38 ug/g Stuhl.

13.3. Kreuzreaktivitat

Verschiedene Blutproben von nahrungsrelevanten Tieren wurden mit dem
RIDASCREEN® Haemo-/Haptoglobin Complex untersucht. Es konnten keine
Kreuzreaktivitaten festgestellt werden (siehe Tab. 5).

Tab. 5: Kreuzreaktivitat des RIDASCREEN® Haemo-/Haptoglobin Complex mit
nicht humanen Blutproben

Verdinnung/

Proben: Konzentration oD

Negativkontrolle (Diluent | 3) 0,004
Positivkontrolle (humanes Blut))  1/50000 1,581
Ziegenblut 1:10 0,006
Ziegenblut 1:100 0,003
Pferdeblut 1:10 0,004
Pferdeblut 1:100 0,003
Schafsblut 1:10 0,005
Schafsblut 1:100 0,004
Hahnerblut 1:10 0,004
Hlhnerblut 1:100 0,004
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13.4. Prazision

Die Intra- und Inter-Assay-Reproduzierbarkeit des RIDASCREEN® Haemo-
/Haptoglobin Complex wurde durch Mehrfachbestimmung (n=72 bzw. n=24) von zwei
verschiedenen Haemo-/Haptoglobin-Konzentrationen aus Blut an verschiedenen
Tagen unter Einhaltung optimaler Bedingungen ermittelt. Die Tabellen 6 und 7 geben
die Ergebnisse wieder.

Tab. 6: Intra-Assay-Reproduzierbarkeit

Intra-Assay RIDASCREEN® Heamo-/Haptoglobin Complex
1. Konzentration 2. Konzentration
MW (OD) 0,285 1,186
SD 0,021 0,059
VK % 7,3 5,0

Tab. 7: Inter-Assay Reproduzierbarkeit

Inter-Assay RIDASCREEN® Heamo-/Haptoglobin Complex
1. Konzentration 2. Konzentration
MW (OD) 0,296 1,214
SD 0,013 0,050
VK % 4.4 4,1
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