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c € Greiner Bio-One Speichelquantifizierungskit

Gebrauchsanweisung

1. Hersteller
Greiner Bio-One GmbH, Bad Haller StralRe 32, 4550 Kremsmiinster, Osterreich

2. Zweckbestimmung

Der Greiner Bio-One Speichelquantifizierungskit ist ein in vitro-Diagnostikum, welches ausschlief3lich der Bestimmung des
Speichelanteils in der Speichelprobe, die mit dem Greiner Bio-One Speichelsammelsystem gewonnen wurde, dient. Die
Kenntnis des Speichelanteils ist notwendig, um die urspriingliche Analytkonzentration bestimmen zu kénnen.

Die Speichelsammlung mit dem Greiner Bio-One Speichelsammelsystem bedingt eine individuelle Verdlnnung der
gewonnenen Speichelprobe durch das Spiilen der Mundhdhle mit Speichelsammellésung und verandert damit die
urspriingliche Analytkonzentration.

Der Greiner Bio-One Speichelquantifizierungskit erlaubt keine direkte Bestimmung von Analyten aus Speichel. Erst in
Kombination mit spezifischen in vitro-Diagnostika ermdglicht der Greiner Bio-One Speichelquantifizierungskit Untersuchungen
aus Speichel, welche Informationen Uber die Zusammensetzung des Speichels geben.

3. Produktbeschreibung und Zusammensetzung

1 Flaschchen; 4 mL; 11 U/mL*; gebrauchsfertig; enthalt verdiinnte
Greiner Bio-One Speichelkalibrator 1 Speichelsammelldsung, 1,9 mg/mL Ammoniumsulfat und 1 mg/mL
Natriumazid

1 Flaschchen; 4 mL; 27 U/mL*; gebrauchsfertig; enthalt verdiinnte
Greiner Bio-One Speichelkalibrator 2 Speichelsammelldsung, 1,9 mg/mL Ammoniumsulfat und 1 mg/mL
Natriumazid

1 Flaschchen; 4 mL; 46 U/mL*; gebrauchsfertig; enthalt verdiinnte
Greiner Bio-One Speichelkalibrator 3 Speichelsammelldsung, 1,9 mg/mL Ammoniumsulfat und 1 mg/mL
Natriumazid

1 Flaschchen; 4 mL; 66 U/mL*; gebrauchsfertig; enthalt verdiinnte
Greiner Bio-One Speichelkalibrator 4 Speichelsammelldsung, 1,9 mg/mL Ammoniumsulfat und 1 mg/mL
Natriumazid

1 Flaschchen; 4 mL; 85 U/ mL*; gebrauchsfertig; enthalt verdiinnte
Greiner Bio-One Speichelkalibrator 5 Speichelsammelldsung, 1,9 mg/mL Ammoniumsulfat und 1 mg/mL
Natriumazid

1 Flaschchen; 4 mL; 30 U/mL*; gebrauchsfertig; enthalt humanen
Greiner Bio-One Speichelkontrolle 1 Speichel, Speichelsammelldsung, 1,9 mg/mL Ammoniumsulfat und
1 mg/mL Natriumazid

1 Flaschchen; 4 mL; 70 U/mL*; gebrauchsfertig; enthalt humanen
Greiner Bio-One Speichelkontrolle 2 Speichel, Speichelsammellésung, 1,9 mg/mL Ammoniumsulfat und
1 mg/mL Natriumazid

*1 U/mL entspricht 1 Volumsprozent Speichel.

4. Warnhinweise und VorsichtsmaRnahmen

Alle Kitkomponenten enthalten 1 mg/mL giftiges Natriumazid. Haut und Augenkontakt vermeiden, nicht verschlucken und beim
Arbeiten Handschuhe tragen. Nach Berlhrung mit Haut oder Augen mindestens 15 Minuten mit Wasser spllen. Bei
Verschlucken oder Augenkontakt Arzt aufsuchen.

Natriumazid kann in Kombination mit Schwermetallen, im Besonderen mit Blei und Kupfer (Abflussrohre) explosive Metallazide
bilden. Bei der Entsorgung darauf achten, dass sich keine Azidansammlung bildet und mit ausreichend Wasser nachspulen.

Die Speichelkontrollen 1 und 2 enthalten humanen Speichel, welcher mittels Nukleinsaurenachweis auf Hepatitis-B-Virus (HBV),
Hepatitis-C-Virus (HCV) und Humanes Immunodefizienzvirus Typ 1 (HIV-1) untersucht und als "nicht nachweisbar" befundet
wurde.

Auf Grund fehlender sicherer Nachweismethoden zum Ausschluss von Pathogenen missen die Speichelkontrollen als potenziell
infektidses Material angesehen werden und dirfen nur von entsprechend geschultem Personal verwendet werden.

5. Lagerung und Haltbarkeitsdauer

Lagerung: Licht geschitzt bei 4°C bis 25°C. Kit vor Frost schiitzen, nicht einfrieren.

Haltbarkeit: Siehe Etikett auf der Verpackung. Nach Offnen der Kalibratoren/Kontrollen sind diese noch 3 Monate haltbar,
nach Anbruch verschlossen bei 4°C lagern.

6. Prinzip der Methode

Die mit dem Greiner Bio-One Speichelsammelsystem gewonnenen Proben enthalten den Lebensmittelfarbstoff Tartrazin als
internen Standard. Mit Hilfe der Speichelkalibratoren wird der interne Standard in den Speichelproben photometrisch bestimmt
und anschlieend auf den Speichelanteil rickgerechnet.



7. Untersuchungsmaterial
Es durfen ausschlieBlich Speichelproben, welche mit dem Greiner Bio-One Speichelsammelsystem gewonnen wurden, zur
Analyse mit dem Greiner Bio-One Speichelquantifizierungskit verwendet werden.

8. Erforderliche Laborgerate und Hilfsmittel
e Klinischer Analyzer, Kivetten-Photometer oder Platten-Photometer mit Messwellenldngen von 450 nm und 520 nm
(Kuvetten, Mikrotiterplatten oder dergleichen, je nach Anforderung des Photometers).
e  Gegebenenfalls variable Mikropipette (100 — 1000 pL) und Einmalspitzen.

9. Vorbereitung der Reagenzien und des Untersuchungsmaterials
e Die Speichelproben sind vor der Analyse auf Raumtemperatur zu bringen.
e Vor der Bestimmung des Speichelanteils miissen die Speicheltransferréhrchen, welche die Speichelprobe enthalten, 10
min. bei 2200xg zentrifugiert werden. Danach dirfen die zentrifugierten Proben nicht mehr aufgeschittelt werden,
andernfalls ist die Zentrifugation zu wiederholen.

10. Durchfuhrung der Speichelquantifizierung
10.1. Kalibrierung
Speichelkalibratoren 1 - 5 bei 450 nm und 520 nm messen und durch Subtraktion die Extinktionsdifferenz ermitteln.

A Extinktion kaiibrator = EXxtinktion 450 nm kaiibrator - EXtinktion 520 nm kaiibrator

Bei klinischen Analyzern dient das Systemwasser als Kivettenleerwert. Bei Kuvetten- bzw. Platten-Photometern wird empfohlen,
deionisiertes Wasser als Kuvetten- bzw. Platten-Leerwert einzusetzen. Dabei ist darauf zu achten, dass je nach
Herstellerspezifikation bzw. Geratetyp gentigend Volumen flr die Messung verwendet wird. Bei Kiivettenphotometern sollten
1 cm-Kivetten verwendet werden. Bei der Verwendung einer 96-well Mikrotiterplatte wird empfohlen, 150 — 200 pL fiir die
Messung einzusetzen.

10.2. Messung der Proben

AnschlieRend erfolgt die Messung der zentrifugierten Speichelproben, welche mit dem Greiner Bio-One Speichelsammelsystem
gewonnen wurden, gleich wie die der Kalibratoren.

Hinweis: Auf www.gbo.com/preanalytics kénnen die aktuellen Protokolle zur automatisierten Bestimmung des Speichelanteils
auf verschiedenen klinischen Analyzern abgerufen werden.

11. Berechnung des Speichelanteils

Durch Auftragen der gemessenen Extinktionsdifferenz gegen die Einheiten der Kalibratoren wird eine Kalibriergerade erstellt
(Abb.1). Mit Hilfe dieser Kalibriergerade wird Uber die Formel der linearen Regression der Speichelanteil (U/mL) in der Probe
berechnet. Dabei gilt: 1 U/mL entspricht 1 Volumsprozent Speichel.

Abb. 1: Beispieldiagramm Kalibration und Auswertung einer Speichelprobe. Diese Abbildung darf nicht zur Bestimmung von
Patientenproben herangezogen werden.
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12. Interne Qualitatskontrolle

Zur Prufung auf richtige und stérungsfreie Durchfuhrung der Bestimmung missen die mitgelieferten Speichelkontrollen 1 und 2
vor der Messung einer oder mehrerer Speichelproben bestimmt werden. Dabei mussen die ermittelten Konzentrationen
innerhalb des angegebenen Sollwertintervalls liegen (Tab. 1). Liegen die Werte nicht innerhalb des Sollwertintervalls, ist die
Bestimmung nicht valide.

Tab.1: Sollwertintervalle der mitgelieferten Speichelkontrollen.

Kontrolle Sollwertintervall (U/mL)
Speichelkontrolle 1 28 - 32
Speichelkontrolle 2 68 -72




13. Leistungsmerkmale und Grenzen der Methode

13.1. Analytische Leistungsmerkmale

13.1.1. Quantifizierungsbereich

Der Quantifizierungsbereich liegt zwischen 11 und 85 U/mL. Messwerte auRRerhalb des Quantifizierungsbereichs sind als nicht
valide zu betrachten.

Abb. 2: Verteilung des Speichelanteils bei Jugendlichen und Erwachsenen (Alter: 15 — 92 Jahre; n=687; Q : & =40% : 60%).
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13.1.2. Genauigkeit
Die Abweichung vom jeweiligen Zielwert wurde durch Einzelbestimmung des Speichelanteils von Speichelproben mit
unterschiedlichen Speichelanteilen auf einem klinischen Analyzer (Olympus AU 400) ermittelt (Tab.2).

13.1.3. Richtigkeit
Die Abweichung vom jeweiligen Zielwert wurde durch Mehrfachbestimmung des Speichelanteils von Speichelproben mit
unterschiedlichen Speichelanteilen auf einem klinischen Analyzer (Olympus AU 400) ermittelt (Tab.3).

Tab.2: Testgenauigkeit. Tab.3: Testrichtigkeit.
Zielwert (U/mL) AbVZvi(ZII(\:NheL:'?%O/Z)om Zielwert (U/ml) Abvzvitzllsvheur?%yg)om
35 + 9 35 + 9
45 + 4 45 t 4
55 + 4 55 3
65 + 2 65 2
75 + 1 75 + 1

13.2. Analytische Spezifitat, Matrixinterferenzen und Grenzen der Methode

Verunreinigungen durch Lebensmittelreste oder Blut in der gewonnenen Speichelprobe kénnen zu falschen
Analysenergebnissen filhren. Auch Lebensmittelfarbstoffe in StURwaren, Getranken oder Medikamenten sind in diesem
Zusammenhang zu beachten. Der dabei auftretende Fehler héangt von der Art und Menge der Verunreinigung ab. Bei der
ordnungsgemaflen Gewinnung der Speichelproben mit dem Greiner Bio-One Speichelsammelsystem ist diese Form der
Matrixinterferenz im Normalfall aber nicht gegeben.

Proben, die Verunreinigungen nach der Zentrifugation oder Verfarbungen aufweisen, mussen im Hinblick auf ein falsches
Analysenergebnis verworfen werden.

14. Nachfolgende Analytbestimmung und Assaykompatibilitat

Die mit dem Greiner Bio-One Speichelsammelsystem gewonnenen Speichelproben befinden sich in einer Matrix, die nicht mit
Serum/Plasma oder Urin vergleichbar ist. Untersuchungen zeigten, dass viele etablierte Bestimmungsmethoden zum Nachweis
von Analyten aus Serum/Plasma oder Urin adaptiert werden missen, um valide Analysenergebnisse zu erhalten.

Systembedingt sind folgende Analyten nicht bestimmbar: BUN, Harnstoff, Natrium.

Bisherige Erfahrungen zeigten, dass Kalium und Chlorid mittels ionenselektiver Elektrode (ISE) nicht valide bestimmbar sind und
beim Nachweis von viralen Nukleinsauren Inhibierungen auftreten kdnnen.
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