Fehlerquellen bei der Bestimmung und
Berechnung des Antikorperindex (Al)
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1. Allgemeine Fehlerquellen:

¥ Keinen bluthaltigen Liquor verwenden (Erythrozytenzahl >8000 Mpt/l),
(Vortauschung positiver Immunglobulinsynthesen)

V Alle Reagenzien bei Raumtemperatur verwenden

V¥ Liquor/Serum-Paare (zeitnah abgenommen!) in einem Testansatz analysieren,
Messung in der Liquoreichkurve

V¥ Keine Probenmenge unter 5ul verwenden => Verdinnungsfehler!

V Fur Kontrollen/Standards und Li/Se-Paare wird ein Doppelansatz empfohlen

V¥ Al-Kontrollen sind mitzufiihren soweit verfigbar (Qualitatskontrolle nach
RiliBak)! und Ergebnisse mit QK-Zertifikat Uberprifen

¥ Kontrollen und Standards nur chargenspezifisch einsetzen

V¥ Voradsorption mit RF SorboTech im IgM empfohlen

V Cut-off-Werte zur Berechnung des Al sind fir die Liquordiagnostik
unbrauchbar (Blut-Liquor-Schrankenfunktion wird nicht bericksichtigt)

2. Fehlerquellen bei der Immunglobulin-Bestimmung:
¥ Methodische Grenzen (Nachweisgrenzen / Verdinnungsstufen der
Analysengerate kennen bzw. bertcksichtigen)
¥ Mdogliche 1gG-Infusion

¥ Messung falsch niedriger Immunglobulinwerte

3. Fehlerquellen bei der Verdinnung der Liquor- und Serum-Proben:
¥ Liquor nie unverdinnt einsetzen um Matrixeffekte zu vermeiden!
V¥ Standardverdinnungen einsetzen:

Liquor: 1.2
Serum: 1:100 (IgM); 1:100, 1:400 (IgG/IgA)
weitere Verdinnungen je nach OD-Werten
V¥ OD-Werte / wME auf Verdiinnungsechtheit prifen
(der Al-Wert sollte fur verschiedene Liquor/Serum-Verdinnungen annahernd
gleich bleiben; (Beispiel 1))
¥ OD-Werte von Liquor und Serum missen nahezu identisch sein
(Beispiel 2)



¥ OD Werte zwischen dem 2ten und 3ten Standard verwenden
(OD-Werte im asymptotischen Bereich der Standardkurve nicht verwenden;
(Beispiel 3)

¥ Antigenabsattigung ausschlie3en (Bertcksichtigung der Heidelberger Kurve)
(Ist der OD-Wert der 1:400 Verdinnung nicht signifikant niedriger, oder sogar
héher als die 1:100 Verdinnung, ist weiter zu verdinnen (Beispiel 4)

¥ Geometrische Verdinnungsreihen, evtl. Zwischenstufen, verwenden

¥ Keine Verwendung von OD-Werten unterhalb des niedrigsten bzw. oberhalb
des hochsten Standards - keine Kurvenlinearitat

¥ Keine Extrapolation im unteren und oberen Kurvenbereich

4. Praktische Hinweise zur Liquor- und Serumverdinnung:
V¥ Bei bekannter intrathekaler Synthese (Quotientendiagramm) mehrere
Liguorverdinnungen ansetzen
V¥ Ist wenig Liquor vorhanden (z.B. bei Kindern) mehrere Serumverdinnungen

ansetzen, damit ein geeignetes Li/Se-Paar gefunden werden kann

5. Fehlerquellen bei der Berechnung des Al:
V¥ Zur Berechnung des Al nicht die OD-Werte verwenden,
Umrechnung in wME ist erforderlich!
¥ Wenn Qgx > QigxLim (intrathekale Ig-Synthese) mul3 zur Berechnung des Al

der QigxLim Verwendet werden (Beispiel 5)



Beispiele aus der Routine-Liquordiagnostik

Beispiel 1: Prufung auf Verdinnungsechtheit

Tabelle 1: Liquor-/Serum Paare missen bei unterschiedlichen Verdiinnungen annahernd den gleichen

Al ergeben.
Verdlnnung oD wME Qspez. x107 Al
Liquor 1:2 1,61 82,6 29,3 6.8
Serum 1:100 15 2812 29,3 '
Liquor 1:30 0,39 78,6 27 6.6
Serum 1:1000 0,429 2905 27 '

Beispiel 2: Liqguor und Serum OD-Werte weit auseinander liegend

Tabelle 2: Die rot markierten OD-Werte liegen zu weit auseinander, weshalb ein falsch negativer Al
berechnet wird. Die griin markierten OD-Werte liegen nah beieinander, weshalb ein korrekter Al
berechnet wird. (Qge = 2,9x10°%)

Verdiinnung | OD wME Qspes. x10° Al
Liguor 1:2 0,61 17,75 272 0.93
Serum 1:100 1,7 6519 ' '
Liquor 1:2 0,61 17,75 478 1.65
Serum 1:400 0,92 3711

Beispiel 3: Abhangigkeit des Al von der Standardkurve

Tabelle 3: Liquor und Serum OD-Werte im asymptotischen Bereich der Standardkurve
Werden fir die Al-Berechnung OD-Werte fur Liquor und Serum herangezogen, die im asymptotischen
Bereich der Standardkurve liegen, fuhrt das zu einem falsch positiven oder falsch negativen Al.

Standardkurve HSV-1

Standards
oD Verdinnung oD wME
1.Std 0,286 Liquor 1.2 1,24 66,7
2.Std 0,804
3.Std 1,197 Serum 1:400 1,09 5194
4. Std 1,27
Qspez = 12,8x107° Qi = 3,65x10°°
Al =35




Tabelle 4: Liquor und Serum OD-Werte im linearen Bereich der Standardkurve. OD-Werte fir
Liguor und Serum befinden sich zwischen dem 2ten und 3ten Standard der Standardkurve.

Standardkurve HSV-1

Standards
oD Verdiinnung OoD wME
1.Std 0,368 Liquor 1:4 1,17 57
2.5td 0,891
3.Std 1,376 Serum 1.600 1,26 11714
4.Std 1,575
Qspez = 4,86x107° Qi = 3,65x107°
Al=1,3

Beispiel 4: Arbeiten bei Antigenabséattigung

Tabelle 5: Fuhrt eine Weiterverdiinnung der Proben nicht zu einer Abnahme der OD-Werte oder
sogar zu einer Zunahme, ist eine Antigenabsattigung erreicht. Es muss weiter verdinnt werden, bis
eine Abnahme der OD-Werte erzielt wird (rot markiert).

Verdiinnung | OD WME | Qspez. X10° Al
Liquor 1:2 1,177 33,4 2,48 0,23
1:10 1,392 255 18,98 1,76
1:20 1,697 971 72,3 6,69
1:40 1,416 1053 78,4 7,26
1:100 0,966 1106 82,3 7,62
Serum|  1:1000 1,064 | 13430

Beispiel 5: Bertucksichtigung des Qim fur die Berechnung des Al

Tabelle 6: Ist Qigx > QigxLim, Muss fir die Berechnung des Al der Qigx.im herangezogen werden.
Unter Berucksichtigung von Qi ergibt sich ein positiver Al (griin markiert)! Wird anstelle Qi der Qs
fur die Berechnung des Al herangezogen, ergibt sich ein falsch negativer Al (rot markiert).

Verdiinnung | OD wME Qsper x107°

Liguor 15 0,689 38
7,21

Serum 1:800 0,623 5335

Qigc = 6,57 X 103 Quim =2,25 X 10-3

Qiga > QLim
Al = Qgpez / Qe Al = Qspez / Qtim
Al=11 Al =32




Liguordiagnostik mit den VIROTECH
Diagnostics ELISA und LINE Produkten

Verantwortungsvolle Diagnostik & praxisnahe Abarbeitung

V¥ Al-Bestimmung und Bestimmung der Serum AK je Ig Klasse auf einer
Mikrotiterplatte und in einem Lauf

V¥ Okonomische Abarbeitung mittels fester Standardkurve oder gebrauchsfertiger
Standards

V¥ einheitliche Serum und Liquorverdinnung sowie Inkubationszeiten
V¥ Al-Kontrollen

V alle Teste mit CE-Markierung

V¥ automatisierbare Abarbeitung moglich, Auswertesoftware vorhanden

V¥V Borrelia Liquor Line/lImmunoblot

Liguor-Palette:

V¥ Borrelia afzelii + VISE 1gG V¥ Borrelia afzelii IgM
¥ CMV IgG V EBV IgG

V¥ FSME/TBE IgG/IgM V¥ HSV Screen IgG
¥V HSV 1 (gG1) IgG ¥V HSV 2 (gG2) IgG
¥ Mumps IgG V¥V Masern IgG/IgM

¥ VZV IgG/IgM/IgA V¥V Rubella Virus 1gG



Antikorper-Index-Kontrollen

Die Bestimmung des Antikdrper-Index dient dem Nachweis einer Synthese
erregerspezifischer Antikorper im zentralen Nervensystem. Er errechnet sich aus
dem Verhdltnis des Quotienten aus den Konzentrationen der erregerspezifischen
Antikbrper im  Liquor und Serum und dem zugehorigen Gesamt-
Immunglobulinquotienten aus Liquor und Serum.

Vorteile der Antikdrperindexkontrolle
V¥ Uberpriifung der Richtigkeit und Prazision der Al-Bestimmung
V¥ Qualitatskontrolle in der taglichen Liquor Routinediagnostik

V¥ Gebrauchsfertiges Liquor/Serum-Kontrollenpaar fir den
Normalbereich (Al <1,5)

V¥ Gebrauchsfertiges Liquor/Serum-Kontrollenpaar fir den
pathologischen Bereich (Al >1,5)

V¥ alle bendtigten Angaben zur Berechnung auf dem Qualitatskontroll-
Zertifikat enthalten

QUALITATSKONTROLL-ZERTIFIKAT
QUALITY CONTROL CERTIFICATE

Borrelia afzelii + VISE ELISA
B. afzelii + VISE Europe ELISA
IgG Liquor Antikérper Index Kontrollen

CSFAI 0z [g
CSFAI 0z [g
Kit Platte/ Plate
END22L65 125810 ‘ g 2013/08 EC022G01 126
19G
CSF Al CSF Al
(<1,5) =1,8)
[CsraLz]|[cFaisz]
12581 12581 12581 12581
102242 102244 102243 102245
g 2013/08 2013108 2013/08 201308
0y 06-14 20-42
W 09 28
[1gG ] CONC T 25 mg/l [CSF}: 40 mgn
Gesamt Kenzentration /
‘total concentration SERUM]: 8928 mg/l SERUM]: 12698 mg/l
(196 ] Q |
Quotient IgG-Gesamt / Q= 2,8 x 107 Q= 3,1 5x10™
total IgG quotient
CONCT ESF: 210 mgn CSF]: 210 mgl
Gesamt Kenzentration /
total ation SERUM]: 41700 mg/l SERUM]: 41700 mg/l
[ALB] Q ]
Quotient Albumin-Gesamt Q=50x10" Q=50x10"
total albumin quotient

Vorhanden flr:

v Borr. afzelii + VISE IgG v EBV IgG v FSME/TBE IgG v
v HSV Screen IgG v Masern IgG v Rubella IgG v VZV IgG



Srd 1 Loter.:
Srd 2 Loter.:
Srd 3 Loter.:
Srd 4 Loter.:
Al sormal Loter.:

Liguor Auswertesoftware

Produkt:
Testdatum:
Kit-Lotsummer:
Patienten-10

Al pathologisch Lotar.:

Test-0D
Probenrerd.
Kunx.lgG [mgil]
Kmnx_ Alb_ [mgil]

OD-werte

LifZe Relation
Gesamt-
beurteilung

wME

wME x Yerd.

a2 spez. IgG

2 1gG

2 Albumin

2 Lim
AK-lndex
Diageose

Patienten YE

4 4 4 <«

0D Standards

lgG Seliasr
ta
Etanmdardl Zartifik
1,5wME
6, 25wME Zerkifikakrangabe Fohle
25wME
100whE Zertifikatrangabo Fohlt
[ Al normal ] [ Alpathalogizeh | | Paticnt ] [ Paticnt ] [ Paticnt |
Liguor  Serum Liguor  Serum Liguor  Serum Liguor  Serum Liguor  Serum
2 400 2 400 2 400 2 400 2 400
0.0 0.0 0,0 0.0
a0 a0 00 a0
keinWerk | keinWerk keinWerk | keinWerk keinWerk | kein'Wert keinWerk | keinWerk keinWert | kein'Wert
keinWerk keinWerk keinWerk keinWerk keinWerk
kein wert kein wert kein wert kein wert kein Wert

kein Index
ksin Bsfund

kein Index
ksin Bsfund

kein Index
ksin Bsfund

kein Index
ksin Bafund

kein Index
ksin Bsfund

Einfaches Eingeben der OD-Werte

Automatischer Zertifikatsabgleich

Berechnung mit gemessener oder fester Standardkurve mdglich

Automatischer Ubertrag der IgX und Alb Konzentration des Patienten zur

einfachen Auswertung mehrerer Parameter bzw. Verdinnungen
(1 Patient pro Blatt) oder:

<

Automatischer Ubertrag der Standardwerte zur Diagnostik eines Parameters

fur mehrere Patienten (1 Parameter pro Blatt)

4 4 4 4 <«

\4

Software mit CE Markierung
B_Liquor_troubleshooting_20170125-04

Automatische Umrechnung in wME

Automatische Berticksichtigung des QLim

Vergleich der gemessenen OD-Werte mit dem Bereich der Standardkurve

Uberprifung der Relation von Liquor OD zu Serum OD

Direkte Berechnung des Al mit Angabe der Diagnose

VIROTECH Diagnostics GmbH Lowenplatz5 D-65428 Riisselsheim
§ +49 (0)6142 69090 &= +49 (0)6142 690919
info@virotechdiagnostics.com www.virotechdiagnostics.com
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