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ZWECKBESTIMMUNG

Indirekter Chemilumineszenz-Immunoassay (CLIA), um die Aviditdt von IgG-
Antikorpern zu testen, gegen Zytomegalie-Virus in menschlichem Serum/Plasma.
Bei diesem Test handelt es sich um einen automatischen, qualitativen Test zur
Diagnosehilfe.

VCMO038 N/ 1o
Fir die In-vitro-Diagnostik

EINLEITUNG

Zytomegalie-Virus (CMV) gehort zur Familie der Herpes-Viren und zeigt sich nach
der Priméarinfektion durch die Présenz einer latenten Infektion. Es ist ein wichtiger
Erreger kongenitaler Krankheiten und kann bei Transplantatempfangern und Aids-
Kranken zu einer schwerern Erkrankung fiihren. Eine Primarinfektion oder
Reaktivierung einer latenten Infektion wahrend der Schwangerschaft kann auf den
Fetus oder bei der Geburt auf das Kind {bertragen werden. Prénatal infizierte
Kinder konnen schwere neurologische Folgeerkrankungen entwickeln. Das Risiko
von Fehlbedienungen ist am grofiten, wenn eine miitterliche Infektion im ersten
Trimester der Schwangerschaft auftritt. Die Primarinfektion bei Erwachsenen kann
asymptomatisch erfolgen oder verschiedene Syndrome wie Mononukleose,
Hepatitis oder Pneumonitis hervorrufen. Die Prasenz einer aktiven Infektion durch
CMV ist durch serologische Methoden festzustellen und muss durch virale
Isolierung, Antigenidentifizierung oder einen Nukleinsdurenachweis des Virus
bestatigt werden. Obwohl die IgM-Erkennung haufig mit Primarinfektionen in
Verbindung gebracht wird, kann IgM auch nach einer akuten Infektion bei hoheren
Werten anhalten. Die IgG-Aviditatstests kdnnen bei der serologischen Diagnose
von Primérinfektionen hilfreich sein. Aviditat spiegelt die Gesamtstarke, mit der
polyklonales IgG an Antigene bindet, gemessen an der Wirkung, die ein chemisches
Denaturierungsmittel auf diese Bindung hat, wieder. Die Aviditat von IgG ist in der
Friihphase einer Infektion gering, reift aber allmahlich nach 22-24 Wochen nach
der Infektion zu hochavidem IgG.

Auf Chemilumineszenz basierende Nachweismethoden finden aufgrund ihres
niedrigen Hintergrundes, ihrer Linearitdt und ihres weiten dynamischen Bereichs
groRe Beachtung. Bei Kopplung mit Enzymimmunoassays ermaglicht die vom
Enzym ausgehende Signalverstarkung die Schaffung eines CLIA-Tests
(ChemiLumineszenz-ImmunoAssay) mit kiirzeren Inkubationszeiten, wahrend die
Empfindlichkeit erhalten oder gar verbessert wird.

PRUFGRUNDSATZ

Die CLIA-Methode basiert auf der Reaktion von Antikrpern in der getesteten Probe
mit dem auf der Polystyrol Oberflache adsorbierten Antigen, das in zwei Streifen
parallel getestet wird. Ungebundene Immunglobuline werden durch Waschen
entfernt. Nach Zugabe von Harnstofflosung zu einem der Streifen bleiben nur
hoch-avide Antikorper mit dem Antigen auf der Platte verbunden. Der andere
Streifen erhdlt bei diesem Schritt normale Waschldsung. Ein enzymatisch
markiertes Anti-Human-Globulin bindet in einem zweiten Schritt den Antigen-
Antikorper-Komplex. Nach einem erneuten Waschschritt wird das gebundene
Konjugat mithilfe einer Chemilumineszenz-Substratlosung gebildet. So entsteht
eine ,glow-type" Lumineszenz, die mit einem Luminometer gelesen werden kann.
Die Aviditat wird als Index ausgedriickt, der tiber die in beiden Streifen gemessenen
RLUs berechnet wird.

MITGELIEFERTE MATERIALIEN

[1] VIRCLIA®@ CYTOMEGALOVIRUS IgG AVIDITY MONODOSE: 24 Monodosen
bestehend aus 3 Reaktionsvertiefungen und 5 Reagenzvertiefungen mit folgender
Zusammensetzung:

Vertiefungen A, B, C: Reaktionsvertiefungen; Vertiefungen beschichtet mit
Zytomegalie-Virus-Antigene. Enthélt inaktiviertes Antigen. Enthalt Material
tierischen Ursprungs.

Vertiefung D: Konjugat: Orange; enthalt Anti-Human-lgG-Peroxidasekonjugat und
Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase-Konjugat-Verdiinnung und 2-Methyl-2H-isothiazol-
3-on und 5-Brom-5-nitro-1,3-dioxan als Konservierungsmittel. Enthalt Material
tierischen Ursprungs.

Vertiefung E: Hoch-avider Kalibrator: duchsichtig; hoch-avide Serumverdiinnung
mit  2-Methyl-2H-isothiazol-3-on  und 5-Brom-5-nitro-1,3-dioxan ~ als
Konservierungsmittel enthalt. Enthalt Material humanen Ursprungs. Enthalt
Material tierischen Ursprungs.

Vertiefung F: Niedrig-avider Kalibrator: durchsichtig; niedrig-avide Kaninchen,
enthélt als Konservierungsmittel 2-Methyl-2H-isothiazol-3-on und 5-Brom-5-nitro-
1,3-dioxan. Enthalt Material tierischen Ursprungs.
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Vertiefung G: Substratkomponente B: durchsichtig; enthalt Peroxid.

Vertiefung H: Substratkomponente A: durchsichtig; enthélt Luminol.

[3] VIRCLIA® DISSOCIATING SOLUTION: 3 x 3 ml tris-gepufferte Kochsalzlgsung
mit Harnstoff und Tween 20 und 2-Methyl-2H-isothiazol-3-on und 5-Brom-5-nitro-
1,3-dioxan als Konservierungsmittel.

Spezielle Materialien, die bendtigt, aber nicht mitgeliefert werden:
-VIRCLIA® AUXILIARY REAGENTS (REF:VCMAR).
-Automatischer CLIA-Prozessor.

LAGERUNGS- UND HANDHABUNGSBEDINGUNGEN

Bei 2-8°C lagern. Reagenzien nicht nach Ablauf des Verfallsdatums einsetzen. Das
Verfallsdatum der Reagenzien ist nur giiltig bei Lagerung in gut verschlossenem
Zustand bei 2-8°C.

HALTBARKEIT NACH ANBRUCH

VIRCLIA® MONODOSE: Nach dem Offnen am gleichen Tag verwenden.
VIRCLIA® DISSOCIATING SOLUTION: Siehe Verfallsdatum auf der Packung (bei 2-
8°C).

Die Substratkomponente A ist lichtempfindlich. Vor Lichteinstrahlung schiitzen.
Die Substratldsungen sollten nicht mit Saure, brennbaren Materialien und starken
Oxidations- oder Reduktionsmitteln in Kontakt kommen. Stellen Sie sicher, dass
keine metallischen Teile mit dem Substrat in Kontakt kommen, ohne dass deren
Kompatibilitat zuvor getestet wurde.

VIRCELL, S.L. ist nicht verantwortlich flr Fehler, die durch eine falsche
Handhabung der Reagenzien dieses Kits verursacht wurden.

WARNUNGEN UND VORSICHTSHINWEISE

1. Einsatz ausschlieBlich fiir in-vitro diagnostische Zwecke. Nur fiir den
professionellen Einsatz.

2. Das Produkt sollte auf Personal begrenzt werden, das in der Technik geschult
wurde.

3. Dem Anwender des Tests wird empfohlen, diese Gebrauchsanleitung vor der
Testdurchfiihrung sorgféltig zu lesen und die einzelnen Schritte nachzuvollziehen.
Die strikte Einhaltung der Gebrauchsanleitung ist notwendig.

4. Verwenden Sie nur die in dieser Broschiire beschriebenen Protokolle. Wenn die
Bedingungen nicht den Angaben entsprechen, sind die Ergebnisse maglicherweise
falsch.

5. Tragen Sie beim Umgang mit Proben und Reagenzien personliche
Schutzausriistung. Waschen Sie lhre Hdnde beim Umgang mit Proben und
Reagenzien griindlich. Alle Verfahren miissen in Ubereinstimmung mit den
genehmigten Sicherheitsstandards durchgefiihrt werden.

6. Fiir jeden Testschritt neue Pipettenspitzen verwenden. Nur sauberes,
vorzugsweise Einweg-Material verwenden.

7. Nicht mit dem Mund pipettieren.

8. Keine beschadigten Kits verwenden.

9. Verwenden Sie das Kit nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr.

10. Wenn der Test oder seine Elemente im Kiihlschrank aufbewahrt werden,
miissen sie vor der Verwendung Raumtemperatur haben.

11. Lassen Sie die Reagenzien nicht langer als unbedingt erforderlich auf einer
anderen Temperatur als empfohlen.

12. Halten Sie Behalter fiir Proben und Reagenzien geschlossen, wenn diese nicht
bearbeitet werden.

13. Vermeiden Sie die Verwendung von Proben, die wiederholten Gefrier-Auftau-
Zyklen ausgesetzt sind.

14. Verwenden unter aseptischen Bedigungen, um eine mikrobielle Kontamination
zu vermeiden.

15. Das Reagenz in diesem Kit konnte Substanzen tierischen Ursprungs und/oder
humanen Ursprungs und/oder inaktiviertes Antigen enthalten (siehe ,Mitgelieferte
materialien”). Obwohl Material menschlichen Ursprungs auf Hepatitis B-
Oberflachenantigen ~ (HBsAg),  Hepatitis  C-Antikorper ~ und ~ Human
Immunodeficiency Virus-Antikorper getestet und flir negativ befunden wurde,
sollten alle Patientenmaterialien und -proben als potenziell infektios gehandhabt
werden und unter Verwendung von Sicherheitslaborverfahren beseitigt werden.
Keine aktuelle Methode kann eine vollstandige Garantie dafiir bieten, dass diese
oder andere infektiose Erreger nicht vorhanden sind. Nicht verwendete Reagenzien
und Abfélle gemaf den behdrdlichen Vorschriften entsorgen.

16. Nur Kit-Bestandteile verwenden. Reagenzien aus Kits unterschiedlicher
Chargennummer oder von anderen Herstellern diirfen nicht verwendet werden. Nur
Bestandteile des VIRCLIA® AUXILIARY REAGENTS Hilfsreagenzien-Kits sind mit
allen VIRCLIA®-Referenznummern und -Chargen kompatibel.
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17. Verwenden Sie dieses Produkt nicht zusammen mit automatisierten
Prozessoren, es sei denn sie wurden zuvor fiir diesen Zweck validiert.

18. Alle im Zusammenhang mit dem Produkt auftretenden schwerwiegenden
Vorfélle sind dem Hersteller und der zusténdigen Behdrde des Mitgliedstaats, in
dem der Anwender und/oder der Patient niedergelassen ist, zu melden.

Sicherheitsvorkehrungen.
Beachten Sie die folgenden Sicherheitshinweise: Fiir weitere Informationen
steht ein Sicherheitsdatenblatt zur Verfiigung.

Mitgelieferte Gefadhrliche

materialien Inhaltsstoffe: EERTETTTEES (L E
2-Methyl-2H-isothiazol-3-on

[ YIAEL CAS-NI: 2682-20-4 H317 - Kann allergische

GIOMECSROMIRUSIOC EG-Nr: 220-239-6 Hautreaktionen verursachen

AVIDITY MONODOSE : )
2-Methyl-2H-isothiazol-3-on

1 S CAS-Nr: 2682-20-4 H317 - Kann allergische

PISEEATE EG-Nr: 220-239-6 Hautreaktionen verursachen

SOLUTION ’ :

Gefahrenhinweise (CLP): H317 - Kann allergische Hautreaktionen

verursachen.
Gefahrenpiktogramme (CLP): GHSO07 Gesundheitsgefahr/
Die Ozonschicht schadigend
CLP Signalwort: Achtung

Sicherheitshinweise (CLP): P261 - Einatmen von
Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/

Aerosol vermeiden.

P272 - Kontaminierte Arbeitskleidung nicht
auBerhalb

des Arbeitsplatzes tragen.

P280 - Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/
Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

P302+P352 - Bei beriihrung mit der haut: Mit viel
Wasser waschen.

P321 - Sonderbehandlung (siehe ergdnzende
Erste-

Hilfe-Anweisungen auf diesem Etikett).
P333+P313 - Bei Hautreizung oder -ausschlag:
Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

BEDINGUNGEN FUR DIE ENTNAHME, BEHANDLUNG UND AUFBEREITUNG DER
PROBE

Blut sollte unter aseptischen Bedingungen durch Venenpunktion und von
qualifiziertem Personal entnommen werden. Der Einsatz einer sterilen oder
aseptischen Technik gewahrleistet die Unversehrtheit der Probe. Serum- und
Plasmaproben sollten nach der Entnahme gekiihlt aufbewahrt werden (bei 2-8°C);
kann der Test nicht innerhalb von 7 Tagen nach Entnahme durchgefiihrt werden,
so sind die Proben tief zu frieren (-25- -15°C). Proben sollten nicht wiederholt
gefroren und aufgetaut werden. Lipamische, hamolytische oder kontaminierte
Seren nicht testen. Seren, die grobe Partikel enthalten oder triib sind, sollten vor
dem Einsatz zentrifugiert werden. Serum- und Plasmaproben kdnnen
gleichermalen verwendet werden.

PRODUKTVORBEHANDLUNG

Alle gelieferten Reagenzien sind gebrauchsfertig.

Nur die im VIRCLIA® AUXILIARY REAGENTS-Kit enthaltene Waschldsung
VIRCLIA® WASHING SOLUTION muss im Voraus zubereitet werden. Geben Sie 50
ml der VIRCLIA® WASHING SOLUTION (20x) zu 1 Liter Aqua dest. Sollten sich
wahrend der Lagerung des Waschpuffer-Konzentrates Salzkristalle gebildet haben,
Losung vor dem Verdiinnen auf 37°C erwdrmen, bis sich die Kristalle aufgeldst
haben. Verdiinnte Losung bei 2-8°C lagern.

TESTVERFAHREN

1. Lassen Sie die VIRCLIA® WASHING SOLUTION (gemaR den Anweisungen
verdiinnt) vor Gebrauch (etwa 1 Stunde) auf Zimmertemperatur aufwarmen.

2. Befolgen Sie die Bedienungsanleitung des automatisierten Prozessors.

INTERNE QUALITATSKONTROLLE
Jede Charge wird einer internen Qualitdtskontrolle unterzogen, bevor einer
Freigabe unter Spezifikationen zugestimmt wird, die strenger als die fiir den
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Anwender sind. Die endgiiltigen Ergebnisse der Qualitatskontrolle jedes einzelnen
Artikels sind erhaéltlich.

Dem Kontrollmaterial liegen als Referenz nachweislich intern gepriifte
Serumplatten zugrunde.

TEST-VALIDIERUNG FUR ANWENDER

Jeder Monotest enthalt einen niedrig-aviden Kalibrator (Vertiefung A) und einen
hoch-avider Kalibrator (Vertiefung C). Dies ermdglicht die Validierung des Assays
und des Kits.

Die Gerédtesoftware bestétigt die fiir die Kontrollen erhaltenen Daten und zeigt
diese im Ergebnisbericht an. Befolgen Sie die Bedienungsanleitung des
automatisierten Prozessors. Bei einer Abweichung der Kontrollwerte von den
Sollwerten konnen die Ergebnisse nicht validiert werden.

BERECHNUNGEN UND ERGEBNISAUSWERTUNG
Aviditatsindex = (RLU der mit Dissoziationslosung behandelten Probe/RLU der
Referenzprobe)

Index Interpretation
<0,4 Niedrige Aviditat

0,4-0,5 Mittlere Aviditat
>0,5 Hohe Aviditat

Ein Aviditatsindex unter 0,4 spricht eher fiir eine vor weniger als 4 Monaten neu
erfolgte Priméarinfektion. Mit solchen Ergebnissen ldsst sich diese Diagnose
allerdings nicht mit absoluter Sicherheit bestatigen.

Bei einem Aviditatsindex zwischen 0,4 und 0,5 ist es nicht maglich, eine neue
Infektion von einer friiheren Infektion zu unterscheiden. Fiir diese Proben sollten
andere Marker und/oder Aviditatsbestimmungsmethoden verwendet oder eine
neue Serumprobe (3 oder 4 Wochen spater) genommen werden.

Ein Aviditatsindex ber oder bei 0,5 spricht eher fiir eine mehr als 5 Monate
zuriickliegende Infektion. Mit solchen Ergebnissen Iadsst sich eine vor weniger als
4 Monaten neu erfolgte Primarinfektion allerdings nicht mit absoluter Sicherheit
ausschliefen.

VERWENDUNGSBESCHRANKUNGEN

1. Das Kit ist flr die Untersuchung von humanem Serum/Plasma.

2. Die Ergebnisse der Proben sollten immer in Verbindung mit den klinischen Daten
und anderen diagnostischen Ergebnissen interpretiert werden. Eine endgiiltige
Diagnose sollte durch direkte Diagnosetechniken gestellt werden.

3. Dieser Test zeigt nicht den Infektionsort. Er kann eine Erregerisolierung nicht
ersetzen.

4. Zu Beginn der Infektion entnommene Proben weisen mdglicherweise keine
nachweisbaren Antikérperspiegel auf. In diesen Féllen wird empfohlen, eine zweite
Probe zu entnehmen, die 14 bis 21 Tage spater entnommen wird und parallel zur
Originalprobe getestet werden soll, um eine Serokonversion zu bestimmen.

5. lgG-Befunde bei Neugeborenen miissen mit Vorsicht interpretiert werden, da
das miitterliche IgG passiv auf den Fotus Uibertragen werden kann. IgM-Nachweise
sind generell besser geeignet, um eine Infektion bei Kindern unter 6 Monaten
aufzuzeigen.

6. Bei immunsupprimierten Patienten schlieit ein negatives Ergebnis keine
vorhandene Infektion aus.

7. Einnicht nachweisbarer Antikérperspiegel schlielt eine mdgliche Infektion nicht
aus.

8. Die  Zuverlassigkeit der Ergebnisse hangt von einer geeigneten
Probengewinnung, Transport, Lagerung und Verarbeitungsverfahren ab.

9. Die Durchfiihrung dieses Tests wurde nicht bei Patienten ohne klinische
Anzeichen und ohne Symptome einer Infektion untersucht.

10. Das Ergebnis einer Aviditdtsbestimmung ist kein ausreichender Beweis fiir die
Diagnose einer neu erfolgen Infektion durch Zytomegalie-Virus.

11. Dieses Kit ist nicht fiir den Nachweis von IgG bestimmt. Es sollten nur bereits
positive Proben fiir diesen Test verwendet werden.

12. Positive und negative pradiktive Werte hangen stark von der Pravalenz ab.
Falschnegative Testergebnisse sind wahrscheinlicher, wenn die Krankheit weit
verbreitet ist. Falschpositive Ergebnisse sind wahrscheinlicher bei niedriger
Pravalenz.

13. Die angegebenen Testergebnisse entsprechen komparativen Studien mit
kommerziellen pradikativen Produkten in einer definierten
Bevdlkerungsstichprobe. Es konnen kleine Unterschiede zwischen verschiedenen
Bevdlkerungen oder verschiedenen pradikativen Produkten bestehen.

LEISTUNGSMERKMALE

SENSITIVITAT UND SPEZIFITAT

Serum-/Plasmaproben wurden im Vergleich zu einem kommerziellen CLIA-Kit
getestet.

Die Ergebnisse lauteten wie folgt:
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Probe Nr %0
PP 100
Sensitivitét (%) 95% Cl [ 96-100
aperne 0, 100
Spezifitét (%) 95% Cl [ 98-100
PPV (%) 100
NPV (%) 100
Lol -1,01/-099

Cl: Konfidenzintervall
PPV: Positiver pradiktiver Wert
NPV: Negativer pradiktiver Wert
LR+: Positives Wahrscheinlichkeitsverhaltnis
LR-: Negatives Wahrscheinlichkeitsverhaltnis

GENAUIGKEIT

VIRCLIA® (TB

Es wurden 3 Proben untersucht. 2 Replikate von jeder Probe wurden in 2
verschiedenen Instrumenten flir 20 Tage analysiert. Es wurden die Genauigkeit
innerhalb eines Durchlaufs, die Genauigkeit zwischen den Durchlaufen, die
Genauigkeit zwischen den Tagen und die Genauigkeit zwischen den Labors
ermittelt.

Die Ergebnisse lauteten wie folgt:

Genauigkeit Genauigkeit Genauigkeit Genauigkeit
Probe innerhalb eines | zwischen den zwischen den zwischen den
Durchlaufs Durchldufen Tagen %CV Labors %CV
%CV %CV
Positive
4
Probe 43 2, 1.8 52
Niedrig-
avider 87 51 38 8,0
Kalibrator
Hoch-avider
. 88 28 2,9 88
Kalibrator ' ' ' '
CV: Variationskoeffizient
VIRCLIA® LOTUS

Es wurden 3 Proben untersucht. 2 Replikate von jeder Probe wurden in 2
verschiedenen Instrumenten fiir 20 Tage analysiert. Es wurden die Genauigkeit
innerhalb eines Durchlaufs, die Genauigkeit zwischen den Durchldufen, die
Genauigkeit zwischen den Tagen und die Genauigkeit zwischen den Labors
ermittelt.

Die Ergebnisse lauteten wie folgt:

Genauigkeit Genauigkeit Genauigkeit Genauigkeit
Probe innerhalb eines | zwischen den zwischen den zwischen den
Durchlaufs Durchldufen Tagen %CV Labors %CV
%CV %CV
Positive
7
Probe ,6 118 6,1 12,7
Niedrig-
avider 78 12,2 5,2 13,5
Kalibrator
Hoch-avider
R 7
Kalibrator 62 196 12 169
CV: Variationskoeffizient
INTERFERENZEN

Interferenzen - Antinukledren Antikdrper / Rheumafaktoren

2 Proben, die positiv auf den antinukledren Antikorpern reagieren, wurden getestet.
Mit antinukledren Antikorpern wurde keine Interferenzen festgestellt.
Interferenzen - Endogene Stoffe

Mit jedem Storfaktor wurden 3 Proben getestet. Die Spezifikationen wurdenin allen
Féllen erfiillt. Bei hdmolytischen (8,5 g/L Hdmoglobin), ikterischen (6 g/L Bilirubin),
hyperlipdmischen (5,8 g/L Cholesterin und 11 g/L Tributyrin) oder hyperproteisch
(60 g/L y-Globulin und 60 g/L Albumin) Proben wurden keine Stérungen
festgestellt.

Interferenzen - Antikoagulanzien

Mit jedem Antikoagulans wurden 3 Proben getestet. Die Spezifikationen wurden in
allen Féllen erfiillt. Es wurden keine Interferenzen mit Heparin (30 IU/mL), Citrat
(0,73 mol/L) und EDTA (2 mg/mL) festgestellt.

KREUZREAKTIVITAT

10 Proben, die positiv auf andere Mikroorganismen (Herpes simplex 1, Herpes
simplex 2, Epstein-Barr Virus VCA, Varizellen-Zoster-Virus und Toxoplasma gondii)
wurden getestet.

Mit Herpes simplex 1 (2 Proben getestet), Herpes simplex 2 (2 Proben getestet),
Epstein-Barr Virus VCA (2 Proben getestet), Varizellen-Zoster-Virus (2 Proben
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getestet) und Toxoplasma gondii (2 Proben getestet) wurde keine Kreuzreaktivitét
festgestellt.

KORRELATION (AUTOMATISIERTE VERARBEITER)

Ein Assay wurde unter den gleichen Bedingungen mit den verfligharen
automatisierten Systemen VIRCLIA® und VIRCLIA® LOTUS durchgefiihrt. Der
Pearsonsche Korrelationskoeffizient (Product Moment Correlation Coefficient
(PMCC)) wurde berechnet.

Die Ergebnisse lauteten wie folgt:

PMCC =0,89

BENUTZTE ETIKETTEN-SYMBOLE

VD Fiir die In-vitro Diagnostik

Verwendbar bis (Verfallsdatum)

~spalfg

Bei x-y°C lagern
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=S
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