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1. Verwendungszweck

Der GOLD STANDARD DIAGNOSTICS immuno“-NE IgE Nutritional Testkit dient dem Nachweis
von spezifischen IgE-Antikorpern gegen Allergene im Serum oder Plasma ohne vorhergehende
Extraktion. Weitere Anwendungen in anderen Korperflissigkeiten sind ggf. moglich und kdnnen beim
technischen Service von Gold Standard Diagnostics Kassel GmbH erfragt werden.

Dieser Test ist nur fUr in-vitro-diagnostische Anwendungen durch geschultes Laborpersonal bestimmit.
Die manuelle Abarbeitung wird empfohlen. Der dariiberhinausgehende Einsatz von Laborautomaten
liegt in der Verantwortung des Anwenders.

Die einzelnen Nitrozellulosestreifen sind nur fur den einmaligen Gebrauch vorgesehen.

Laborergebnisse kdnnen nie allein die Grundlage eines medizinischen Befundes bilden. Es miissen
immer das klinische Bild sowie weitere Untersuchungen mitbericksichtigt werden.

2. Klinische Bedeutung

Immunglobulin E (IgE) reprasentiert eine besondere Klasse von Immunglobulinen, die bei der
allergischen Reaktion von Bedeutung ist. Der Wirkungsmechanismus besteht aus einer initialen
antigenen Stimulation der immunkompetenten B-Lymphozyten durch ein spezifisches Allergen, ein
Prozess, der bei Lymphozyten zu einer Reaktion durch Produktion von spezifischen Antikérpern
mehrerer Klassen fuhrt.

Eine Klasse, die Reagin- oder IgE Antikérper werden Uber ihren Fc-Teil teilweise an Rezeptoren auf der
Oberflache von Mastzellen und basophilen Leukozyten gebunden. Nach weiterer Stimulation durch
spezifische Allergene binden sich diese zellgebundenen IgE-Molekille Uber ihren Fab-Teil an das
Allergen. Diese Kombination stimuliert die Mastzellen und Basophilen zur Freisetzung von
verschiedenen vasoaktiven Aminen in das Blut und das unmittelbar benachbarte Gewebe. Die
Substanzen erzeugen eine Kontraktion der glatten Muskulatur und fihren schlie3lich zu allergischen
Zustanden wie Rotung und Urtikaria, Dermatitis, Rhinitis, Heuschnupfen, Asthma und anaphylaktischen
Schock.

Die Bestimmung von IgE ist besonders bei der diagnostischen Beurteilung von Patienten mit bestatigter
oder vermuteter allergischer Erkrankung von Bedeutung. Bei gesunden Personen verhalten sich die
Konzentrationen von IgE-Antikdrpern altersabhangig, mit einem Maximum zwischen 10 und 14 Jahren.
Sauglinge und Kinder mit der Familienanamnese einer atopischen Allergie tragen ein erhdhtes Risiko,
eine Erkrankung zu entwickeln, und sind die Hauptzielgruppe fiir Screeninguntersuchungen. Ver-
schiedene Studien zeigten, dass Krankheitszustdnde wie Asthma, Rhinitis, Urtikaria, Dermatitis und
einige parasitare Infektionen zu erhdhten IgE-Spiegeln fihren. Patienten mit Asthma, Heuschnupfen
und atopischen Ekzemen kénnen 3-10 mal hdhere Spiegel als gesunde Patienten aufweisen.

Zirkulierende allergenspezifische IgE Antikorper kénnen durch festphasen-gekoppelte Allergene
nachgewiesen werden. Bei Verwendung eines enzymmarkierten anti-IgE als Sekundarantikdrper wird
der Test EAST genannt.

3. Testprinzip

Der GOLD STANDARD DIAGNOSTICS immuno“'NE |gE Nutritional Testkit basiert auf dem Prinzip
des Enzymimmunoassay (EIA). 16 Patienten kdnnen mit jedem Kit getestet werden. Pro Patient wird
ein Streifen benotigt. Auf jedem Streifen sind 20 verschiedene Allergene inkl. CCD sowie eine
Kontrolllinie fir die Testauswertung in parallelen Linien beschichtet. CCD dient dem Nachweis von
Antikdrpern mit geringer klinischer Relevanz. Gefolgt von einer Konditionierung mit Probenverdinner
werden die Streifen mit der Probe inkubiert. Es findet eine Bindung zwischen den IgE Antikdrpern aus
dem Serum und den immobilisierten Allergenen statt. Nach einer einstindigen Inkubation bei
Raumtemperatur wird die Platte mit verdinnter Waschlésung gewaschen, um nichtgebundenes
Material zu entfernen. Danach wird gebrauchsfertiges anti-human-IgE-AP Konjugat zugegeben und 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wird eine Substratlésung
(BCIP/NBT) pipettiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, wodurch auf dem Streifen im Fall
einer positiven Reaktion ein Farbstoff prazipitiert. Die Farbentwicklung wird durch Spulen der Streifen
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mit Waschlosung beendet. Die Konzentration der allergenspezifischen IgE Antikdrper ist der Intensitéat
der Farbung direkt proportional.

4. Hinweise und VorsichtsmalRhahmen

Nur fOr in-vitro Anwendung! Nicht schlucken oder einnehmen! Die laboriblichen Sicherheits-
vorschriften sowie die Verbote von Essen, Trinken und Rauchen im Labor sind zu beachten.

Alle Reagenzien missen vor der Testdurchfiihrung auf Raumtemperatur (18 - 25°C) gebracht
werden.

Vor dem Pipettieren sollten alle Reagenzien durch leichtes Kippen oder Schwenken gemischt
werden. Heftiges Schitteln mit Schaumbildung sollte vermieden werden.

Bei der Entnahme der Reagenzien aus den Flaschen ist darauf zu achten, dass die Stopfen nicht
kontaminiert werden. Auf3erdem ist auf eine mogliche Verwechslung zu achten. Der Inhalt der
Flaschchen ist in der Regel oxidationsempfindlich, so dass sie nur fiir kurze Zeit getffnet werden
sollten.

Zur Vermeidung einer Verschleppung oder Kreuzkontamination muissen separate Einmal-
Pipettenspitzen verwendet werden.

Wichtig ist die Einhaltung des Zeittaktes beim Pipettieren, so dass alle Anséatze in den Vertiefungen
der Mikrotiterplatte den gleichen Bedingungen unterliegen.

Alle Reagenzien sind innerhalb der Verfallszeit zu benutzen.

In Ubereinstimmung mit einer guten Laborpraxis (GLP) sollten regelméRig alle verwendeten
Laborgeréte auf Richtigkeit und Prézision Uberprift werden. Dies betrifft u.a. Mikroliterpipetten sowie
Wasch- und Messgerate (z.B. Scanner fur die Testauswertung).

Der Kontakt vor allem des Substrats mit Haut, Auge und Schleimhauten ist zu vermeiden, da
mogliche Reizungen, Veratzungen oder Vergiftungsgefahr bestehen.

Keins der Reagenzien enthalt humanes Material. Trotzdem sollten Proben als potentiell infektios
betrachtet und Vorsichtsmafl3nahmen wie die Benutzung von Latexhandschuhen ergriffen werden.

Serum- und Reagenzienreste sollten mit einer desinfizierenden Lésung (z.B. Natrium-hypochlorit,
5 %) aufgewischt und varschriftsgemal3 entsorgt werden.

Die Entsorgung aller Bestandteile sollte gemaf nationaler Bestimmungen fur Gefahrstoffe erfolgen.
Bitte beachten Sie, dass Verbrauchsmaterialien nach der Benutzung mit Patientenproben, d.h. mit
potenziell infektidsen Stoffen menschlichen Ursprungs, kontaminiert wurden.

Alle Vorkommnisse in Verbindung mit dem vorliegenden Produkt, die unmittelbar oder mittelbar zum
Tod oder zu einer schwerwiegenden Verschlechterung des Gesundheitszustands einer Person
gefiihrt haben, gefiihrt haben koénnten oder fuhren konnten, sind dem Hersteller und den
zustandigen Behorden unverziglich zu melden.

5. Inhalt des Testbestecks

Komponenten Volumen / Menge
IsTRIP| Allergenbeschichtete Nitrozellulose Teststreifen 16
[cong Enzymkonjugat 9 mL
ISAMP DIL| Probenverdtinner 60 mL
WASH BUH [coNc] Waschpuffer (10x) 60 mL
IsuBg Substratlésung 18 mL
Inkubationswanne 1
Auswerteschablone 1

Lagerung und Aufbrauchsfristen (Angabe der Verfallsdaten auf den Etiketten)
Lagern Sie die Komponenten des Kits bei 2-8°C. Nach dem Gebrauch sollten die Flaschen mit den
zugehdorigen Deckeln verschlossen und das Kit wieder bei 2-8°C gelagert werden. Der angebrochene
Kit sollte innerhalb von sechs Monaten verbraucht werden.
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Produktibergreifende Reagenzien

Waschpuffer, Probenverdiinner und Substratlésung sind fir alle IgE Screen Lineblot Testkits von Gold
Standard Diagnostics Kassel GmbH mit Alkalischer Phospatase als Nachweisenzym identisch und
kénnen zwischen Produkten und Chargen ausgetauscht werden. Alle weiteren Reagenzien sind einer
bestimmten Kitcharge zugeordnet und drfen nicht miteinander vermischt werden.

5.1. Nitrozellulose Teststreifen

16 Streifen fur 16 Patienten. Auf jedem Streifen sind 20 verschiedene Allergene inkl. CCD zum
Nachweis von Antikérpern von geringer klinischer Relevanz sowie eine Kontrolllinie beschichtet
(siehe Belegungsplan). Gebrauchsfertig.

5.2. Enzymkonjugat

9 mL, Maus-anti-human-IgE-AP, in proteinhaltiger Pufferlosung. Zusatz von 0,01%
Methylisothiazolon, 0,01% Bromonitrodioxan und 5 mg/L Proclin™. Gebrauchsfertig.

5.3. Probenverdinner
60 mL, PBS/BSA Puffer. Zusatz von 0,05% Natriumazid. Gebrauchsfertig.

5.4. WASH BUF |[cONC| Waschpuffer

60 mL, TBS + Tween 20, als 10x Konzentrat. Gebrauchslésung: 1+9 mit dest. Wasser verdinnen.
Falls bei der gekihlten Lagerung Kristalle ausfallen sollten, das Konzentrat 15 Minuten im
Wasserbad (37°C) erwarmen. Der verdiinnte Waschpuffer kann bei 2-8°C fiir 4 Wochen gelagert
werden.

5.5. Substratlésung
18 mL, BCIP/NBT. Gebrauchsfertig.

5.6. Inkubationswanne
Mit 8 Kanéalen fiur die Inkubation von 8 Teststreifen.

5.7. Auswerteschablone

5.8. Arbeitsanleitung

6. Belegungsplan

Eine Kontrolllinie sowie 20 verschiedene Allergene incl. CCD fur den Nachweis von Antikdrpern
mit geringer klinischer Relevanz sind auf den Teststreifen in der folgenden Reihenfolge
angeordnet:

O
=

Kontrolle

Eiklar (f1)

Eigelb (f75)

Kuhmilch (f2)

Weizenmehl (f4)

Rindfleisch (f27)

Huhnerfleisch (183)

Erdnuss (f13)

Haselnuss (f17)

Mandel (f20)

Sojabohne (f14)

Tomate (f25)

Karotte (f31)

Kartoffel (f35)

Zwiebel (f48)

e e
SR BIRIEBlolxwNoulhwNk

Sellerie (f85)
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CL Kontrolle
16 Apfel (f49)
17 Dorsch (f3)
18 Lachs (f41)
19 Garnele (f23)
20 CCD (0214)

7. Erforderliche Gerate und Hilfsmittel

e Mikropipetten

o Reagenzglaser fir die Serumverdinnung (optional)
e Horizontalschuttler

¢ Vakuumpumpe

o Bidestilliertes Wasser

8. Gewinnung, Vorbereitung und Aufbewahrung der Proben

Grundsatzlich kann fir die Bestimmung Serum oder Plasma (EDTA, Heparin) verwendet werden.
Aus dem aseptisch durch Venenpunktion gewonnenen Blut wird nach der Gerinnung das Serum
durch Zentrifugation abgetrennt. Die Serum- bzw. Plasma-Proben sind bis zu 7 Tagen gekuhlt (2-
8°C) haltbar; bei langerer Aufbewahrung sollten sie bei -20°C gelagert werden. Die Proben sollten
nicht mehrmals eingefroren und aufgetaut werden. Lipamische, ha&molytische, oder bakteriell
kontaminierte Proben kdnnen zu falsch-positiven oder falsch-negativen Ergebnissen fihren.

Fiur die schnelle und empfindliche Bestimmung werden die Proben 1:5 in gebrauchsfertigem
Probenverdiinner (100 pL Serum + 400 pL Probenverdiinner) getestet. unverdiinnt getestet.
Wenn nicht genug Probenvolumen zur Verfiigung steht, kann die Probe 1:10 verdinnt (50 pL
Serum + 450 pL Probenverdiinner) und entsprechend der alternativen Methode wie im Kapitel
»1estdurchfiihrung“ beschrieben getestet werden.

9. Testdurchfihrung

9.1. Vorbereitung der Reagenzien

Waschlésung: Vor der Benutzung 1:10 (1+9) mit bidest. Wasser verdinnen. Der Ausfall von
Kristallen nach gekuhlter Lagerung ist unbedenklich. Zur Entfernung sollte das Konzentrat
15 Minuten im Wasserbad (37°C) erwarmt werden.

¢ Die Reihenfolge der Pipettierschritte muss strikt eingehalten werden.

e Vor dem Pipettieren missen die Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht aber nicht l&anger
als ndtig bei dieser Temperatur aufbewahrt werden.

9.2. Einzelne Assay-Schritte

1. Die benttige Anzahl an Teststreifen in die Inkubationswanne legen. Die auf jedem Streifen
aufgebrachte Markierung muss nach oben weisen.

2. In jeden Kanal 1 mL Probenverdiinner pipettieren und die Teststreifen fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur auf einem Horizontalschuttler inkubieren. AnschlieRend die Lésung mit einer
Vakuumpumpe absaugen.

3. 0,5 mL 1:5 verdinnte Probe in jeden Kanal der Inkubationswanne pipettieren und die
Teststreifen fur 60 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschittler inkubieren.
AnschlieRend die Losung mit einer Vakuumpumpe absaugen.

Anmerkung: Zur leichteren Handhabung kann die Probe direkt im Inkubationskanal verdinnt
und gemischt werden. Fillen Sie dazu 0,4 mL Probenverdinner in den Kanal und geben Sie
100 pL Probe hinzu. Sofort nach Zugabe der Probe mit dem Schiitteln beginnen.

4. 2 mL verdinnten Waschpuffer in jeden Kanal der Inkubationswanne pipettieren und die

Teststreifen fir 2 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschittler spulen.
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AnschlieRend die Loésung mit einer Vakuumpumpe absaugen. Dieser Vorgang wird insgesamt
dreimal durchgefihrt.

5. 0,5 mL gebrauchsfertiges Konjugat in jeden Kanal der Inkubationswanne pipettieren und die
Teststreifen fur 30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschdttler inkubieren.
AnschlieRend die Lésung mit einer Vakuumpumpe absaugen.

6. Den Waschschritt wie in Punkt 4. beschrieben wiederholen.

7. 1 mL gebrauchsfertiges Substrat in jeden Kanal der Inkubationswanne pipettieren und die
Teststreifen fur 30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschttler inkubieren.
AnschlieRend die Lésung mit einer Vakuumpumpe absaugen.

8. 1 mL verdinnten Waschpuffer zum Stoppen der Substratreaktion in jeden Kanal der
Inkubationswanne pipettieren. Anschlieend die Losung mit einer Vakuumpumpe absaugen.

9. Die Teststreifen an der Luft trocknen und auswerten.

Anmerkung: Die Geschwindigkeit des in allen Inkubationsschritten verwendeten
Horizontalschittlers ist abhédngig von der Geometrie des einzelnen Instruments.
Validierungsexperimente zeigten, dass eine Geschwindigkeit von > 90/min mit gangigen Geraten
zu zuverlassigen Ergebnissen fihrt.

Alternative Methode: Steht nur wenig Probe zur Verfigung, kann diese 1:10 in Probenverdinner
verdinnt und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert werden (Punkt 3. der 0.g. Durchfiihrung).
Konjugat- (Punkt 5.) und Substrat-Inkubation (Punkt 7.) werden jeweils auf 60 Minuten verlangert.
Alle weiteren Schritte werden wie beschrieben ausgefihrt.

10. Auswertung

Feuchte Teststreifen kénnen eine Hintergrundfarbung aufweisen, die beim Trocknen verschwin-
det. Aus diesem Grund werden nur die vollstdndig getrockneten Streifen ausgewertet.

Einige Proben ergeben eine Hintergrundfarbung, die nicht beim Trocknen verschwindet. In diesem
Fall kann an der Stelle der aufgetragenen Proteine eine weil3e Linie erscheinen. Diese Signale
werden als negativ interpretiert.

Einige Proben zeigen sehr schwache Reaktionen gegen eine Vielzahl von Allergenen. Es kann
nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass diese Proben zu unspezifischen Reaktionen
neigen, und sie sollten daher als negativ auf alle Allergene mit schwachem Signal betrachtet
werden. Als eine Hilfestellung kann die CCD Linie berticksichtigt werden. Ein positives Signal der
CCD Linie in Kombination mit zahlreichen weiteren positiven Reaktionen deutet auf
kreuzreagierende Antikérper mit geringer klinischer Bedeutung hin.

Ein Testlauf wird als valide angesehen, wenn sich wahrend der Substratinkubation eine deutlich
sichtbare Kontrolllinie entwickelt. Diese Linie erscheint auch, wenn alle Allergene ein negatives
Ergebnis zeigen. Die Kontrolllinie ist das erste Signal nach der Identifizierungsnummer, die direkt
auf dem Streifen aufgebracht ist.

10.1. Visuelle Methode

Die Kontrolllinie (,CL*) der getrockneten Teststreifen wird auf der Auswerteschablone mit der
entsprechenden Markierung in Ubereinstimmung gebracht. Die weiteren Linien 1-20 zeigen die
Position der beschichteten Allergene in der im Punkt ,Belegungsplan® angegebenen Reihenfolge.
Die Signale werden fur jedes Allergen entsprechend dem folgenden Schema interpretiert:

Klasse | Signal Interpretation
0 kein Signal oder schwache Signale gegen zahlreiche Allergene| negativ
1 schwaches Signal grenzwertiges Ergebnis
2 mittleres Signal positives Ergebnis
3 intensives Signal stark positives Ergebnis
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10.2. Scanner-Methode

Der GOLD STANDARD DIAGNOSTICS immuno“'NE IgE Nutritional Lineblot Test kann auch
mit einem Scanner in Kombination mit der immunoNE Evaluation Tool Software von Imm Gold
Standard Diagnostics Kassel GmbH unolab quantitativ ausgewertet werden. Fir Details siehe
die Bedienungsanleitung der Software.

11. Kurzanleitung

1. Reaktion: Verdiinner 1mL Probenverdinner

5min W bei Raumtemperatur

2. Reaktion: Probe 0,5mL Patientenprobe (1:5 verdunnt)

60 min W bei Raumtemperatur

Waschen 3x, 2 mL Waschpuffer (1:10 verdinnt)

3x 2 min W bei Raumtemperatur

2. Reaktion: Konjugat 0,5mL Konjugat (gebrauchsfertig)

30 min ¥ bei Raumtemperatur

Waschen 3x, 2 mL Waschpuffer (1:10 verdinnt)

3x 2 min W bei Raumtemperatur

3. Reaktion: Substrat 1mL Substrat (BCIP/NBT, gebrauchsfertig)

30 min ¥ bei Raumtemperatur

1mL Waschpuffer (1:10 verdinnt)

v

Auswertung
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