Porphobilinogen (PBG)-Test Kit
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VERWENDUNGSZWECK

Dieser Test dient dem qualitativen in vitro Nachweis von
Porphobilinogen (PBG) im Urin in vitro zur Unterstiitzung bei der
Differentialdiagnose der akuten Porphyrie.

KILINISCHE BEDEUTUNG 1234

Bei den verschiedenen Formen der Porphyrie handelt es sich um
Stérungen, die durch Anomalien der Hdmbiosynthese ausgeldst
werden. Man unterscheidet zwei Gruppen: die akuten Porphyrien
und die nicht-akuten (priméar kutanen) Porphyrien. Die beiden
Gruppen sind durch eine Reihe klinisch unterschiedlicher Stérungen
gekennzeichnet.

Die drei haufigen Formen der akuten Porphyrie sind:

(i) die akute intermittierende Porphyrie (AIP),
(i) Porphyria variegata (PV) und
(iii) die hereditare Koproporphyrie (HCP).

Bei AIP, PV und HCP handelt es sich um dominant vererbte
Stérungen. Diese kénnen sowohl in der akuten Phase (mit
neurologischen Symptomen einhergehend) als auch in der latenten
Phase auftreten. Bei PV und HCP kénnen zusétzlich zu den
neurologischen Symptomen auch Hautsymptome auftreten.

Bei einem akuten Schub kommt es zu einer Kumulation des
Hamvorlaufers Porphobilinogen (PBG) in der Leber, begleitet von
erhéhten PBG-Konzentrationen im Plasma und Urin. Ein Anstieg der
PBG-Konzentration im Urin ist daher ein deutliches Indiz fir einen
akuten Porphyrie-Schub.

Ein solcher Schub ist meist von Bauchschmerzen und
neurologischen Symptomen (von peripherer Neuritis bis zur
Tetraplegie) begleitet. Wird kein akuter Schub diagnostiziert, so
kann ein chirurgischer Eingriff in Betracht gezogen werden, wobei
es jedoch durch die Anésthetika zu einer weiteren Verschlechterung
der Erkrankung kommen kann. Bei schweren Schiiben kann die
Schwéche der Thoraxmuskulatur ein Atemversagen mit potenzieller
Todesfolge nach sich ziehen.

Ein akuter Schub kann durch verschiedene Faktoren wie z.B.
bestimmte Medikamente, Verdnderungen des Hormonstatus,
Erndhrungsumstellung oder akute Erkrankung ausgeltst werden.

METHODIK*56

Der PBG-Screeningtest basiert auf dem Watson-Schwartz-Test, bei
dem im Urin enthaltenes PBG mit p-Dimethylaminobenzaldehyd
(DMAB) in saurer Lésung einen magentaroten Niederschlag bildet.
Zur Verbesserung der Spezifitat der Methode missen potenzielle
Interferenzstoffe entfernt werden. Der Haufigste ist Urobilinogen,
welches ebenfalls einen magentaroten Farbstoff mit DMAB in saurer
Lésung bildet. Diese Interferenzstoffe werden im normalerweise
durch organische Extraktion und Zentrifugation entfernt. Diese
Extraktionsverfahren sind zeitaufwandig und die Testinterpretation
setzt ein gewisses MaB an Erfahrung und Fachkenntnis voraus.

Bei der PBG-Screeningmethode kommt ein Anionenaustauscherharz
zum Einsatz, welches im Urin vorliegendes PBG bindet.

Interferierende Substanzen werden dann durch einen einfachen
Waschschritt entfernt. PBG wird danach vom Harz eluiert und dem

DMAB in saurer Lésung zugefiihrt. Liegt in der Urinprobe PBG in
abnormalenanormalen Mengen vor, entsteht ein margentaroter Farbstoff.
Durch Vergleichen der Farbreaktion mit der beiliegenden Farbtabelle kann
die ungefdhre PBG-Konzentration ermittelt werden. Positive Ergebnisse
missen durch eine quantitative Bestimmung bestatigt werden. Quantitative
Tests erfordern ein hohes Maf3 an Fachkenntnis und sind in einem auf
Porphyrie spezialisierten Labor durchzufiihren.

INHALT DES TESTKITS

AKTIVE BESTANDTEILE Menge
Mit Harz geftillte Spritzen 20
Filter (5 Micron) 20

Dimethylaminobenzaldehyd-Pulver (DMAB)  2x10 Tests (15 ml)
DMAB-Verdinnungslésung (6.1M HCI) 2x10 Tests (15 ml)
Reaktionsréhrchen 20
Elutionsreagenz (1M Essigséure ) 20 Tests (20 ml)
Farbtabelle 1

WARNHINWEISE

R22  Gesundheitsschéadlich beim Verschlucken.

R34  Verursacht Veratzungen.

R36/38 Reizt die Augen und die Haut.

R37  Reizt die Atmungsorgane.

S26  Bei Beriihrung mit den Augen griindlich mit Wasser abspilen und
Arzt konsultieren.

S28  Bei Beriihrung mit der Haut sofort mit viel Wasser und Seife
abwaschen.

Weitere Informationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt zum PBG-
Testkit.

REAGENZVORBEREITUNG

Rekonstituieren Sie das DMAB-Pulver wie folgt mit der DMAB-

Verdlinnungsldsung:

1. Nehmen Sie den Verschluss der DMAB-Verdiinnungslésung ab und
setzen Sie den Adapter auf den Flaschenhals.

2. Nehmen Sie den Verschluss von der DMAB-Flasche ab und gieBen
Sie die DMAB-Verdlnnungslésung in die Flasche mit dem DMAB-
Pulver. Vorsichtig mischen.

3. Entsorgen Sie die Verdiinnungslésungsflasche mit Verschluss und
Adapter.

4. BeiLagerung bei Zimmertemperatur (18-25 °C) in der mitgelieferten
Flasche ist dieses Reagenz mindestens 12 Monate stabil. Notieren
Sie das Verfallsdatum (Rekonstitutionsdatum plus 12 Monate) auf den
daflir vorgesehenen Platz auf dem DMAB-Etikett.

LAGERUNG UND HALTBARKEIT
Bei Lagerung zwischen 2 und 8 °C sind alle Reagenzien bis zu dem auf
dem Etikett angegebenen Verfallsdatum stabil.

PROBENNAHME UND -HANDHABUNG *

Urin:

Eine normale Urinprobe ist fur diese Methode ausreichend. Der Urinprobe
sollten keine Konservierungsmittel oder Stabilisatoren zugesetzt werden.

Lagerung: Die Urinprobe ist lichtgeschitzt aufzubewahren. Der PBG-
Test sollte innerhalb von 8 Stunden nach Gewinnung der Urinprobe
durchgeflihrt werden. Ist dies nicht méglich, muss die Probe bei
mindestens -20 °C tiefgekihlt werden. Bei einer lichtgeschltzten Lagerung
bei -20 °C bleibt die Urinprobe mindestens 6 Monate lang stabil.

WEITERE ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE
MATERIALIEN

* pH-Meter, pH-Indikatorpapier oder pH-Indikatorlésungen,

¢ Pipette,

o destilliertes oder de-ionisiertes Wasser,

e Uhr,
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Ammoniaklésung, ca. 8 % (Konzentrierte Ammoniaklésung hat
etwa 33 %, verdlinnen Sie diese 1:4 mit destilliertem Wasser, um
ca. 8 % zu erhalten.)

TESTVERFAHREN

1.

Vergewissern Sie sich, dass der pH-Wert der Urinprobe > 6
betrégt. Ist dies nicht der Fall, muss der pH-Wert durch den
Zusatz verdiinnter Ammoniaklésung auf 6 — 8 erhéht werden.
Entnehmen Sie den Verschluss der harzgefullten Spritze und
schrauben Sie den Filter darauf fest. Das Wasser aus der

Spritze entsorgen und den Filter abnehmen. Ziehen Sie 1 ml der
Urinprobe auf; beachten Sie hierbei bitte die seitliche Markierung
auf der Spritze. Ziehen Sie eine Luftblase in die Spritze auf (dies
unterstitzt den Mischvorgang). Setzen Sie den Filter nun wieder
auf und mischen Sie die Probe 10 Sekunden lang.

Entsorgen Sie den Urin aus der Spritze in den Abfall und nehmen
Sie den Filter ab. Ziehen Sie anschlieBend 1 ml destilliertes oder
entionisiertes Wasser sowie eine Luftblase auf. Setzen Sie den
Filter wieder fest auf und mischen Sie den Spritzeninhalt 10
Sekunden lang.

Entsorgen Sie das Wasser in den Abfall und nehmen Sie den
Filter ab. Ziehen Sie 1 ml Elutionsreagenz sowie eine Luftblase in
die Spritze auf. Setzen Sie den Filter wieder fest auf und mischen
Sie den Spritzeninhalt 10 Sekunden lang.

Entsorgen Sie die Lésung aus der Spritze in ein
Reagenzréhrchen, welches 1 ml DMAB-Reagenz enthélt. Warten
Sie 3 Minuten und vergleichen dann die Farbe der Lésung mit
der Farbtabelle gegen einen wei3en Hintergrund bei guten
Lichtverhéltnissen.

ERGEBNISSE
Die Ergebnisse werden als “nicht nachgewiesen” (not detected =
ND), .+, ,++" oder ,+++“ angegeben, wobei folgende Werte gelten:

nicht nachgewiesen (not detected, ND) = PBG < 25 pmol/l (< 6 mg/l)
+: PBG = 25 - 50 pmol/l (6 - 12 mg/l)

++ : PBG = 50 - 100 pmol/l (12 - 23 mg/l)

+++ : PBG >100 pmol/I (>23 mg/l)

HINWEISE

1.

Positive Ergebnisse sind mit einer empfohlenen Methode zu
bestéatigen.® Falls der Bestatigungstest eine akute Porphyrie
bestatigt, sollte der Patient unbedingt weiter untersucht

werden, um abzuklaren, um welchen Typ der Porphyrie es sich
handelt. Ebenso sind die Familienangehdrigen des Patienten

zu untersuchen. Diese Untersuchungen sollten am besten in
einem auf Porphyrie-Tests spezialisierten Labor durchgefihrt
werden; siehe Abschnitt ,Porphyrie-Referenzlabor” in dieser
Packungsbeilage.

Patienten mit aktuellen Symptomen einer akuten Porphyrie
weisen in der Regel eine PBG-Konzentration > 100 pmol/l (+++)
auf. In der latenten Phase haben diese Patienten meist normale
(nicht nachzuweisende) PBG-Konzentrationen.

Die vorliegende Testmethode eliminiert das Hauptproblem des
Watson-Schwartz-Tests, dass interferierende Substanzen in der
Urinprobe ebenfalls diese Farbreaktion hervorrufen.

Die untere Nachweisgrenze der Methode liegt bei 25 pmol/l (6
mg/l) PBG, unabhéangig von der Eigenférbung des Urins.

Fisher Diagnostics
a division of Fisher Scientific Company, LLC

a part of Thermo Fisher Scientific Inc.

Middletown, VA 22645-1905 USA

Phone: 800-528-0494
540-869-3200

Fax:  540-869-8132

MDCI Ltd.
m Arundel House

1 Liverpool Gardens
Worthing, West Sussex BN11 1SL UK

C€

840626 (R2)

KALIBRATION

Das PBG-Aldehydchromophor ist in geldster Form instabil und eignet sich
daher nicht als Standard.

Im PBG-Testkit befindet sich eine Farbtabelle fur folgende PBG-
Konzentrationen: A: 25 pmol/l, B: 50 pmol/l und C: 100 pmol/I.

Die Farbtabelle dient nur der visuellen Auswertung.

QUALITATSKONTROLLE

Zur Gewahrleistung der Qualitatskontrolle wird empfohlen, bei jedem
Screeningtest parallel eine als positiv bekannte Urinprobe mitzutesten.
Wird bei diesem Kontrollurin kein positives Ergebnis erzielt, so kann dies
darauf hindeuten, dass der Test nicht ordnungsgeman funktioniert.

In solchen Fallen sollten folgende MaBnahmen ergriffen werden:

* Wiederholen Sie den Test mit derselben Kontrolle.

¢ |st der Test auch bei der Wiederholung nicht positiv, sollten Sie
eine frische positive Urinkontrolle verwenden und den Test erneut
wiederholen.

e Wenn auch das Ergebnis der neuen Urinkontrollprobe nicht positiv
ausfallt, wenden Sie sich bitte an unseren Technischen Kundendienst
oder Ihren értlichen Lieferanten.

GRENZEN DES VERFAHRENS

1. Eine umfassende Erlauterung aller Faktoren, die die PBG-
Bestimmung in Urin beeinflussen kdnnen, lesen Sie bitte in der
Publikation von Young et al.”

2. Dieses Test ist nicht fur die Diagnose von Porphyrie-Erkrankungen
in der latenten Phase mit PBG-Konzentrationen <25 pmol/l (<6 mg/l)
geeignet.®

ZU ERWARTENDE WERTE °

Die PBG-Ausscheidung im Urin liegt normalerweise unter 8,8 pmol/l (2
mg/l). Werte tber 25 pmol/l (6 mg/l) deuten in der Regel auf das Vorliegen
einer Erkrankung (hin. Bei einem Porphyrie-Schub liegt die PBG-
Konzentration im Urin meist tiber 100 pmol/l (23 mg/l).

SENSITIVITAT
Bei Testdurchfiihrung geméan dem empfohlenen Verfahren liegt die untere
Sensitivitatsgrenze bei 25 pmol/l (6 mg/l).

PORPHYRIE-REFERENZLABOR

Dieser PBG-Test ist lediglich ein Screeningtest. Positive Ergebnisse sind
an ein Porphyrie-Referenzlabor weiterzuleiten, wo das Porphyrinmuster
in Urin, Stuhl und Plasma untersucht werden kann. So wird die Diagnose
der akuten Porphyrie ggf. bestétigt und die Familienmitglieder des
Patienten kénnen ebenfalls untersucht werden. Weitere Einzelheiten
hierzu erfragen Sie bitte bei unserem Technischen Kundendienst oder
lhrem ortlichen Lieferanten.
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