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Canine ACHRAB RIA

1 Klinische Bedeutung und Testprinzip

Bei der Myasthenia gravis verursachen Autoantikdrper gegen den
Acetylcholinrezeptor der motorischen Endplatte eine Storung der
neuromuskuldren Ubertragung. Klinisch zeigt sich eine Schwiche und
abnorme Ermudbarkeit der Skelettmuskulatur.

Der Canine ACHRAB RIA Assay verwendet rekombinante hunde-spezifische
Acetylcholinrezeptoren als Antigen. Die Rezeptoren sind mit !?°l-alpha-
Bungarotoxin, einem Schlangengift, das hochspezifisch und fast irreversibel an
den Rezeptor bindet, radioaktiv markiert. Die in dem Patientenserum
vorhandene Acetylcholinrezeptor-Autoantikérper (cCACHRAB) binden an den
125_markierten Rezeptor. Der Antikdrper-Rezeptor-Komplex wird mit einem
anti-lgG-Antikorper ausgefallt. Die im Prazipitat gemessene Radioaktivitat ist
ein Mal fur die Acetylcholinrezeptor-Autoantikorper-Konzentration im
Serum.
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Canine ACHRAB RIA

2 Hinweise und VorsichtsmafRnahmen

e Dieser Kit ist lediglich flr die veterinarmedizinische Diagnostik bestimmt.

e Die angegebenen Verfallsdaten sind unbedingt zu beachten.

e Die Reagenzien bis zur Verwendung bei 2 - 8°C lagern.

e Einige der Reagenzien enthalten als Konservierungsmittel Natriumazid.
Verschlucken und Berihrung mit der Haut vermeiden.

e Fir den Umgang mit radioaktiven Stoffen gelten die Vorschriften der
glltigen Strahlenschutzverordnung. Folgende VorsichtsmaRBnahmen sind
unbedingt einzuhalten:

e Beim Umgang mit radioaktiven Stoffen nicht essen, trinken und rauchen.
Radioaktives Material niemals mit dem Mund pipettieren.

e Einmalhandschuhe verwenden. Verschittetes radioaktives Material
sofort aufwischen, kontaminierte Flachen oder Gegenstinde mit
geeigneten Detergenzien reinigen.

e Fester und flussiger Abfall sind gemaR StrSchV zu behandeln.

e Radioaktive Reagenzien diirfen nur an Personen abgegeben werden, die
im Besitz einer glltigen Umgangsgenehmigung sind.

e Alle Reagenzien dieses Testbestecks, die tierischen Ursprungs sind,
stammen von gesunden Tieren, die von einer zertifizierten Stelle
untersucht wurden. Die Reagenzien sollten trotzdem wie potentiell
infektioses Material behandelt werden.

3 Lagerung und Stabilitdt der Reagenzien

Der Kit ist bei einer Lagerung zwischen 2-8°C bis zum angegebenen
Verfallsdatum haltbar. Nach Anbruch ist der Kit bis zum Verfallsdatum haltbar.
Zur Haltbarkeit der gebrauchsfertigen Reagenzien siehe Vorbereitung der
Reagenzien. Direkte Sonneneinstrahlung ist zu vermeiden.

Das Verfallsdatum sowie die Chargenbezeichnung sind auf jedem Fldaschchen
bzw. Kit angegeben. Bei groBeren Ansdtzen nur Reagenzien einer Charge
verwenden.
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Canine ACHRAB RIA

4 Inhalt des Testbestecks

125l_.ACHRAB-Rezeptor TRACER 2 Flaschen
Aktivitat ~ 20 kBq je Flasche Lyophilisat
125)_ . . . ) . -
I-alpha-Bungarotoxin markierter hunde-spezifischer K.i

« ) radioaktiv
Acetylcholinrezeptor V' V%
Nach dem Aufloésen ist d. Rezeptor sofort zu verwenden
Negativ Kontrolle CON - 1 Flasche
0,1 ml, gebrauchsfertig
Positiv Kontrolle CON + 1 Flasche
0,1 ml, gebrauchsfertig
Anti-IgG-Ak ANTI - IGG 1 Flasche
1,5 ml, gebrauchsfertig
Waschlosung WASH 1 Flasche
60 ml, gebrauchsfertig, bei 2-8°C lagern und kalt verwenden
Prazipitationsverstarker ENHANCER 1 Flasche
1 ml, gebrauchsfertig, vor Gebrauch ‘
@ Gefahr
gut durchmischen
Rekonstitutionspuffer BUFFER 1 Flasche
4 ml, gebrauchsfertig,
zum Rekonstituieren der 1°I-ACHRAB® -Rezeptor Lyophilisats
Normalserum SERUM 1 Flasche

1 ml, gebrauchsfertig

Weiter werden bendtigt (nicht im Kit enthalten):

e Pipetten u. Pipettenspitzen zum Dispensieren von 5, 25, 50, 750 pl & 1 ml
e 3,5 ml Polystyrol-Rundboden-Réhrchen und passendes Gestell

e Zentrifuge kihlbar auf 2-8°C mit 1.500 x g

e Absaugvorrichtung

e Vortex-Mischer

e Gamma-Counter
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Canine ACHRAB RIA

5 Probengewinnung und Aufbewahrung

Fir den Test muss Serum eingesetzt werden. Hamolytische bzw. lipamische
Proben dirfen nicht verwendet werden. Die Proben kdnnen, vorzugsweise
aliquotiert, eingefroren bei -20°C fur einen langeren Zeitraum gelagert werden.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben vermeiden.

6 Assayvorbereitung

6.1 Proben

Vor Gebrauch die Serumproben bei Raumtemperatur auftauen lassen,
vorsichtig mischen und zentrifugieren (5min bei 10.000 rpm oder 10.000g in
einer Mikrofuge), um Schwebeteilchen zu entfernen. Wird ein Serum erstmals
getestet, sollten 5 pl des Serums unverdiinnt eingesetzt werden.

6.2 Verdiinnung der Seren

Wird ein Serum erstmals getestet, sollten 5 ul des Serums unverdiinnt
eingesetzt werden. Falls notwendig (siehe Linearitatsbereich), miissen Seren
verdiinnt eingesetzt werden. Es empfiehlt sich, feste Verdiinnungsstufen
einzuhalten. Die Seren dirfen nur mit dem im Kit mitgelieferten Normalserum

es zu einer Verfalschung der Ergebnisse kommen.

6.3 Auflosen des 2°I-ACHRAB-Rezeptor

SERUM |verdiinnt werden. Bei Verwendung anderer Verdiinnungsmedien kann

Kurz vor Gebrauch wird der %°|I-ACHRAB-Rezeptor Lyophilisat |TRACER| je

Flaschchen mit 0,75ml Rekonstitionspuffer

BUFFER

aufgeldst. Das Flaschchen

wird anschlielend leicht geschwenkt, bis sich eine homogene, leicht triibe
Losung gebildet hat. Ein (zwei) Flaschchen reicht fir die Messung der Positiv
Kontrolle, Negativ Kontrolle und 5 (12) Proben jeweils in Doppelbestimmung.
Bei Verwendung von 2 Flaschchen diese poolen. Der angesetzte Tracer muss
zeitnah verwendet werden und ist nicht haltbar.
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Canine ACHRAB RIA

7 Testdurchfiihrung

Alle Kitkomponenten, auller der Waschlosung |WASH|, fiir mindestens 30
Minuten auf Raumtemperatur bringen.

1.

10.
11.

Pro beschriftetes Polystyrol-Rohrchen, 5 ul Positiv Kontrolle |CON +|, 5ul

Negativ Kontrolle |[CON-| und 5upul Patientenserum (jeweils in
Doppelbestimmung) pipettieren. Die Kontrollen bei jedem Testlauf
mitflhren.

Pro Rohrchen 50 pl frisch angesetzten !2°I-ACHRAB-Rezeptor |TRACER
pipettieren. Vorsichtig auf einem Vortexer mischen. Fir die Bestimmung
und Dokumentation der Totalaktivitat, drei Rohrchen im Gamma-Counter
messen. Die Rohrchen mit einem geeigneten Deckel verschlieBen. Fir
2 Stunden bei Raumtemperatur inkubieren.

Pro Rohrchen 50 ul Anti-IgG | ANTI-IGG | pipettieren. Vorsichtig auf einem
Vortexer mischen. Die Rohrchen mit einem geeigneten Deckel
verschlieflen. Fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubieren.

Pro Rohrchen 25 ul Prazipitationsverstarker | ENHANCER | pipettieren.

Pro Rohrchen 1ml kalte (2-8°C) Waschlosung |WASH| pipettieren.
Vorsichtig auf einem Vortexer mischen.

Die R6hrchen fiir 20 Minuten bei 1.500 x g und 2-8°C zentrifugieren.

Den Uberstand aus den Réhrchen vorsichtig absaugen oder dekantieren.

Pro Rohrchen 1 ml kalte (2-8°C) Waschlésung | WASH | pipettieren. Das
Pellet durch vorsichtiges Vortexen resuspendieren.

Die Rohrchen fiir 20 Minuten bei 1.500 x g und 2-8°C zentrifugieren.
Den Uberstand aus den Réhrchen vorsichtig absaugen oder dekantieren.

Die !?°|-Aktivitdt in den Rdhrchen 2 Minuten lang im Gamma-Counter
messen.
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Canine ACHRAB RIA

8 Testauswertung

Die im Pellet gemessene Radioaktivitat reprdsentiert die Menge an
125.markierten Canine Acetylcholinrezeptoren (cAChR), an die die
Acetylcholinrezeptor-Antikérper (cACHRAB) aus dem Patientenserum
gebunden haben. Die Konzentration an cACHRAB wird als Nanomol
gebundener ?°|-markierter cAChR pro Liter Serum (nmol/L cACHR gebunden)
angegeben und berechnet sich wie folgt:

(Cmerobe - CpmNegativ—KontroIIe) xD

C x spez. Aktivitat x Z x 2,22

cpm = gemessene radioaktive Zerfalle pro Minute

D = Faktor fiir Zerfall nach Markierung. Kann der Tabelle auf dem QC-
Zertifkat entnommen werden.

C = Serumvolumen in pl

spez. = in Ci/mmol. Kann dem QC-Zertifkat entnommen werden

Aktivitat

Y4 = Zahlausbeute des Gamma-Counters (z.B. 70%: Z=0,7)

2,22 = Umrechnungskonstante von Zerfallen in Curie (Ci)

Der Nenner kann als Konstante K zusammengefalit werden. K ist so
berechnet, dass die Ergebnisse in nmol/l erhalten werden.

K ist chargenspezifisch und kann dem beigelegten Zertifikat enthommen
werden.

Somit vereinfacht sich die Formel auf:
Konzentration ACHRAB = (cpMmprobe - CPMNeg. Kontrolle) X D X K

Sollte die Zahlausbeute Z des verwendeten Gamma-Counters von dem auf
dem Zertifikat angegebenen Wert abweichen, muss K entsprechend neu
berechnet werden.

Sollte die Probe mit Normalserum verdiinnt worden sein, muss das Ergebnis
mit dem Verdlnnungsfaktor multipliziert werden, um die tatsachliche
Konzentration zu erhalten.
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Berechnungsbeispiel:

Der Faktor K sei 0,33 x 10-3 nmol/I, D sei 1,22 (2. - 3. Woche; die Werte fiir D
finden sich in dem jedem Kit beigefligten QC-Datenblatt), so dass sich fir
unverdiinnte Seren die Rechenkonstante zu 0,40 x 10-3 nmol/| ergibt.

Probe Mittelwert Mittelwert cpm Konzentration
cpm —cpm Neg. Kontr. | ACHRAB in nmol/I
Negativ Kontrolle 454 0 0
Patientenserum 1 3.291 2.837 1,1
(unverdiinnt)

Typische Werte (Beispiel, nicht als Berechnungsgrundlage verwenden)

cpm Konzentration
ACHRAB in nmol/I
Negativ Kontrolle 1004 0,0
Positiv Kontrolle 7.688 4,1

9 Assay Eigenschaften

9.1 Cut Off

Negativ Kontrolle | < 1,0 nmol/I
Positiv Kontrolle > 1,0 nmol/I

Der angegebene Cut Off gilt lediglich als Richtlinie. Es wird empfohlen, dass
jedes Labor seine eigenen Referenzbereiche (gesund und pathologisch)
erstellt. Daridber hinaus wird empfohlen, dass jedes Labor sich mit
verschiedenen Serumproben ein eigenes Referenz-Panel erstellt.

Eine publizierte Studie zeigte: "Bei einem Cut-off von 1,3 nmol/l zeigte der
Canine ACHRAB® RIA eine Sensitivitat von 100 %, eine Spezifitdat von 98,20 %,
einen PPV von 80,00 % und einen NPV von 100 %. Wenn nur Hunde mit
neuromuskuldaren Krankheiten und Megadsophagus betrachtet wurden,
ergaben sich folgende Ergebnisse: Sensitivitat 100 %, Spezifitat 97,50 %, PPV
94,12 %, NPV 100 %. Beim Vergleich mit der Referenzmethode zeigte der neue
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Canine ACHRAB RIA

RIA meist hohere Messwerte und erschien bei einzelnen Patienten sensitiver."
Orig. Zitat von: Tierarztl Prax Ausg K Kleintiere Heimtiere 2023; 51: 55-62, DOI
10.1055/s-0043-1760812

9.2 Linearitatsbereich

Jedes positive Serum zeigt beim Verdiinnen mit Normalserum einen linearen
Bereich. Je hoher die Konzentration der Autoantikdrper in den Proben ist,
desto eher kommt man in einen nichtlinearen Plateau-Bereich. Eine
quantitative Bestimmung der ACHRAB-Antikorper ist aber nur im linearen
Bereich sinnvoll. Ein Ablesen auRerhalb des linearen Bereichs flihrt zu falsch
niedrigen Werten.

Sowohl der lineare Bereich als auch der Plateau-Bereich ist von Serum zu
Serum unterschiedlich. Dieser Bereich muss deshalb fir jedes positive Serum
durch verschiedene Verdiinnungen mit Normalserum ausgetestet werden. Ein
Abschatzen der geeigneten Verdiinnung ist in der Verlaufskontrolle durch
Kenntnisse der Vorwerte moglich.

Der Verdinnungsfaktor muss entsprechend im Endergebnis einberechnet
werden.

9.3 Klinische Spezifitit

Seren von 24 gesunden Hunden wurden im Canine ACHRAB® RIA getestet.
23 (96%) wurden als negativ flir Canine AChR Autoantikorper identifiziert.

9.4 Klinische Sensitivitat

Seren von 4 Hunden diagnostiziert mit Myasthenia gravis wurden im
Canine ACHRAB® RIA getestet. Alle 4 wurden als positiv fiir Canine AChR
Autoantikorper identifiziert.
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11 Anderungen

Version _5: Die Erganzung in Abschnitt 9 ist grau hervorgehoben. Das
Pipettierschema wurde korrigiert, um die Abfolge in Abschnitt 7 zu
entsprechen.
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Pipettierschema

Komponenten (auBer | WASH |) und Patientenproben vor Gebrauch auf
Raumtemperatur bringen. Kontrollen und Proben in Doppelbestimmung

messen.
Negativ Positiv Probe
Kontrolle | Kontrolle
CON - ul 5
CON + ul 5
Serum ul 5
TRACER (frisch) ul 50 50 50

Vorsichtig mischen (Vortex)
Mit drei Rohrchen Totalaktivitat im Gamma-Counter bestimmen und
dokumentieren.
Verschlossen 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubieren.

ANTI-IGG wl 50 50 50

Vorsichtig mischen (Vortex)
Verschlossen 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubieren.

ENHANCER ul 25 25 25
WASH (kalt) ml 1 1 1

Vorsichtig mischen (Vortex)
20 Minuten bei 1.500 x g und 2-8°C zentrifugieren.
Uberstand absaugen oder vorsichtig dekantieren.

WASH (kalt) ml 1 1 1

Pellet durch vorsichtiges Mischen (Vortex) resuspendieren.
20 Minuten bei 1.500 x g und 2-8°C zentrifugieren.
Uberstand absaugen oder vorsichtig dekantieren.
Roéhrchen 2 Minuten im Gamma-Counter messen.
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