C€

IVD

/ﬂ/ o 1§ A DR. FOOKE

Gebrauchsanweisung bitte vor Beginn der Testabarbeitung sorgfaltig lesen

IgG4 - ELISA

Enzym Immuno Assay zur quantitativen Bestimmung von spezifischem IgG4
in humanem Serum oder Plasma

10104PG

HINTERGRUND

Immunglobuline (lg) der IgG4-Subklasse spielen
eine entscheidende Rolle bei der humoralen Im-
munantwort wahrend einer Immuntherapie, z.B.
gegen Insektengifte (Biene und Wespe). Das An-
steigen der 1gG4 Konzentration weist auf einen
erfolgreichen Verlauf der Immuntherapie hin. Uber
spezifisches 1IgG4 wurde berichtet, dass es mit IgE
um die Bindung an das korrespondierende Antigen
(Allergen) konkurriert. Daher wird angenommen,
dass spezifisches IgG4 zu einer Reduktion der
Fahigkeit zur Degranulation von Mastzellen und
basophilen Granulozyten fuhrt.

VERWENDUNGSZWECK

Der IgG4 — ELISA Test weist spezifisches IgG4 in
humanem Serum oder Plasma nach. Der Test
kann zur Verlaufskontrolle wahrend und nach einer
Hyposensibilisierung eingesetzt werden.

TESTPRINZIP

Das Testsystem basiert auf dem Prinzip des En-
zyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) und
detektiert antigen- (allergen-) spezifische IgG4-
Antikdrper.

Verdinntes Patientenserum oder -plasma wird in
Antigen-beschichteten Mikrotiter-Teststreifen inku-
biert. Dabei binden spezifische IgG4-Antikorper
der Patientenproben an die Antigene (Allergene).
Ungebundene Antikorper werden anschlieRend
durch Waschen entfernt. Die Allergen-spezifisch
gebundenen Antikdrper werden von einem zweiten
Anti-human-IgG4 Antikérper erkannt, welcher an
eine Horseradish peroxidase (HRP) gekoppelt
wurde.

Die gebundenen IgG4/anti-lgG4/HRP-Komplexe
werden nach einem erneuten Waschschritt durch
die Zugabe des HRP-Substrates 3,3',5,5-Tetra-
Methyl-Benzidin (TMB), was zur Bildung eines
blauen Farbstoffs fiihrt, nachgewiesen. Nach Ab-
stoppen der enzymatischen Reaktion mittels Saure
schlagt die Farbe nach gelb um. Die optische
Dichte (OD) des farbigen Reaktionsproduktes wird
bei 450 nm (Referenzwellenlange 620 nm) ge-
messen.
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W 96 Bestimmungen

Die 1gG4-Konzentration in der Patientenprobe ist direkt
proportional zu der ermittelten OD. Als Referenz dienen
Kalibratoren mit bekannten IgG4-Konzentrationen.
Anhand der ODs der Kalibratoren wird eine Standard-
kurve generiert, mit deren Hife die IgG4-
Konzentrationen der unbekannten Proben ermittelt
werden konnen.

KITKOMPONENTEN

Komponenten | Symbole 10104PG
Anti-lgG4-Enzym- _
konjugat CONJ[HRP|G/] 1x 10 mL
Waschpuffer-
konzentrat B |WASHBUF|BJ]25x] 1x30mL
TMB Substrat [SUB[TMB 1x12mL
Stopplésung
(0.5 M H,S04) STOPJH,SO,| 1x6mL
Verdiinnungspuffer DILBUF]B] 1x100 mL

MATERIAL, DAS BENOTIGT WIRD,
JEDOCH NICHT IM KIT ENTHALTEN IST

1.Referenzkit 12004 PG
Referenz Kavitaten REFWELL 6 x 8 wells
4 x1mL
Kalibratoren CAL (100, 250, 500,
2500 U/mL)
Kontrolle hoch CONTROLJH] 1x0.5mL
Kontrolle niedrig CONTROL]JL] 1x0.5mL
2. Antigen-
beschichtete 13-code-G
Riegel
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LABORBEDARF

Pipetten: 10 bis 100 pL, 200 bis 1000 L,
Multipette, Réhrchen zur Verdinnung der Patien-
tenproben, Pipettenspitzen, graduierter Messzylin-
der, Mikrotiterplattenphotometer, Brutschrank,
Abdeckfolie, Laborwecker (Uhr).  Optional:
Mikrotiterplattenwaschgerat

PROBENVORBEREITUNG

Fir den Test kann entweder Serum oder Plasma
eingesetzt werden. Es sind keine Konservierungs-
mittel fur die Proben erforderlich.

Die Serumproben sind bei 2-8 °C flr eine Woche
stabil. Bei langerer Lagerung sind die Proben ein-
zufrieren. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen ist
zu vermeiden. Eingefrorene Proben bei Raum-
temperatur (RT; 20-25 °C) auftauen und vor Ge-
brauch grindlich mischen. Die Proben werden
1:101 verdinnt (10uL Serum + 1mL Verdin-
nungspuffer). Lipdmische und hamolytische Seren
durfen nicht verwendet werden.

REAGENZIENVORBEREITUNG

Alle Seren und Reagenzien sind vor ihrem Gebrauch
auf Raumtemperatur zu bringen.

Verdiinnungspuffer: Gebrauchsfertig
Konjugatlésung: Gebrauchsfertig
Standards: Gebrauchsfertig
Kontrollen: Gebrauchsfertig
TMB Substrat: Gebrauchsfertig
Stopplosung: Gebrauchsfertig

Waschlosung: 30 mL Waschpufferkonzentrat wer-
den mit destilliertem Wasser auf 750 mL aufgefullt.
Die gebrauchsfertige Waschlésung ist bei RT eine
Woche verwendbar.

TESTDURCHFUHRUNG

1. Zunachst muss ein Testprotokoll erstellt werden.
Es wird empfohlen die Kalibratoren und die Kon-
trollen in Doppelbestimmungen zu messen.

2. Patientenproben 1:101 mit Verdlinnungspuffer
verdinnen (10 yL Serum + 1 mL Verdiinnungs-
puffer).

3. Einen Teststreifen des Referenzsatzes und die
bendtigte Anzahl an antigenbeschichteten Test-
streifen in den Rahmen einsetzen. Nicht benutzte
Referenzriegel oder Allergenstreifen wieder sorg-
faltig in den Alubeutel verpacken (mit Trockenmit-
tel).

4. Je 100 pL der Standards und Kontrollen und
100 yL der verdinnten Patientenproben in die
entsprechenden Kavitaten pipettieren (siehe Plat-
tenmatrix).

5. Die Teststreifen mit einer Folie abdecken und fir
1 Stunde bei 37 °C inkubieren.

6. Nach der Inkubation den Inhalt aus den Kavitaten
absaugen und 3 x mit mindestens je 500 pL
Waschpuffer/Kavitat waschen. Die Waschschritte
kénnen manuell oder mit einem validierten
Mikrotiterplatten-Washer durchgefihrt werden.
Restflissigkeit durch Ausklopfen entfernen.
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7. Je 100 pL Enzymkonjugat in jede Kavitat
pipettieren, mit einer Folie abdecken und flr eine
Stunde bei 37 °C inkubieren.

Waschen wie unter Punkt 6 beschrieben.

100 yL TMB-Substrat in jede Kavitat pipettieren,

die Teststreifen mit einer Folie abdecken und fir

10 min im Dunklen inkubieren.

10. 50 pL Stoppldsung/Kavitat in der gleichen Reihen-
folge und im gleichen Zeittakt wie bei der TMB-
Zugabe pipettieren. Es wird empfohlen die Losun-
gen durch Antippen der Strips zu mischen.

11. 5 min stehen lassen um eine ausreichende
Homogenisierung zu ermdoglichen. Sofort messen
bei 450 nm (Referenzfilter 620 nm) am ELISA-
Reader.

© ®

TESTSCHEMA
IgG4 - ELISA

{ 10 uL Serum + 1 mL Puffer }

100 L Kontrollen /
Standards / Proben

1 h bei 37 °C

1 h bei 37 °C

10 min bei RT
im Dunklen

\ 4
[ + 50 yL Stopplosung }

5 min bei RT

gegen 620 nm
nach 5 mi

DR . FOOKE
Laboratorien GmbH Tel. : 0049-2131-2984-0

Habichtweg 16 Fax : 0049-2131-2984-184
41468 Neuss

E-mail: information@fooke-labs.de
Internet: www.fooke-labs.de
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BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Fir die Berechnung der Ergebnisse wird empfoh-
len eine validierte Auswertesoftware einzusetzen.
Fir eine manuelle Berechnung werden die Mit-
telwerte der ODs [A 450 nm — 620 nm] aus den
Doppelbestimmungen der Kalibratoren und
Kontrollen berechnet. Mit den OD-Mittelwerten
der vier Kalibratoren wird eine Standardkurve auf
halblogarithmischem Papier konstruiert (Abszis-
se: log U IgG4/mL; Ordinate: lineare OD A 450
nm - 620 nm). Anhand der Standardkurve wer-
den die 1gG4 Konzentrationen der jeweiligen
Patientenprobe und der Kontrollen durch Ein-
setzen des OD-Wertes auf der Ordinate und
Ablesen des Ergebnisses in U/mL auf der Abs-
zisse ermittelt. Die Standardkurve und die Kon-
trollen sollten im Vertrauensbereich des mit-
gelieferten  Qualitatskontrollzertifikates  liegen.
Andernfalls sind die Testbedingungen zu Uber-
prufen und der Test gegebenenfalls zu wiederho-
len

MESSBEREICH

Dieser IgG4 ELISA erfasst IlgG4 Konzentrationen
im Bereich von 100 U/mL bis 2500 U/mL.

Seren mit mehr als 2500 U/mL IgG4 sollten zur
genauen Bestimmung des 1gG4 Gehaltes ver-
dinnt und erneut getestet werden.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

spez. 1IgG4 (U/mL) Interpretation
<100 negativ
100-250 grenzwertig
>250 positiv

ZU ERWARTENDE ERGEBNISSE

Die klinische Relevanz eines positiven Befundes
variiert zwischen den verschiedenen Antigenen
sehr deutlich. Daher wird empfohlen, in jedem
Labor die Normbereiche fir jedes Antigen Uber
einen bestimmten Zeitraum und einer statistisch
relevanten Anzahl von Testdurchfihrungen
selbst zu ermitteln. Die oben aufgelisteten Er-
gebnisse kénnen als Leitlinie fir die eigenen
Referenzwerte verwendet werden.

PRAZISION
Varianz und Reproduzierbarkeit

1. Intra-Assay (n=10)

2. Inter-Assay (n=20)

Serum U/mL VK (%)
1 204,8 7,55
2 140,4 14,88
3 215,4 6,99
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Serum U/mL VK (%)
1 212,3 10,15
2 139,9 17,7
3 230,4 9,08
BEISPIELSTANDARDKURVE
Referenz-
Standard Mittelwert Bereich
Konzentration OD 450 nm OD 450 nm
100 U/mL 0,182 0,150+ 0,10
250 U/mL 0,345 0,250 £ 0,15
500 U/mL 0,595 0,600 + 0,20
2500 U/mL 2,000 2,000 + 0,60
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WICHTIGE HINWEISE

1.

Gemal Art. 1 Abs. 2b der EU-Richtlinie 98/79/EG legt
der Hersteller die Zweckbestimmung von in-vitro-
Diagnostika fest, um deren Eignung, Leistung und Si-
cherheit zu gewahrleisten. Daher sind die vom Her-
steller festgelegten Zweckbestimmungen vom autori-
sierten Anwenderkreis zu beachten. Dieser Testkit ist
ausschlieRlich fur die im Verwendungszweck (siehe
Seite 1) angegebene Zweckbestimmung vorgesehen.

12.

fohlen, generell alle Produkte tierischer Herkunft als
potentiell infektios zu betrachten.

Auf folgende Sicherheitsbestimmungen fir alle Rea-
genzien wird besonders hingewiesen:

Nicht in die Augen, auf die Haut oder auf die Kleidung
gelangen lassen (P262). Aerosol nicht einatmen (P
260). Niemals mit dem Mund, sondern nur mit ge-
normten Pipettierhilfen pipettieren.

BEI VERSCHLUCKEN: Mund ausspllen. KEIN Erbre-

2. Der Test ist nach dieser Gebrauchsanweisung durch- chen herbeifiihren (P301/330/331).
zuflihren, die alle notwendigen Informationen, die — BEI KONTAKT MIT DER HAUT (oder dem Haar): Alle
Sicherheitsmaflnahmen und Warnhinweise enthalt. beschmutzten, getrankten Kleidungsstiicke sofort
Bei Anwendung des Testkits auf Diagnostika-Geraten ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen/duschen
ist die Testmethode erweitert zu validieren. Jede An- (P303/361/353).
derung am Aussehen, der Zusammensetzung und der — BEI EINATMEN: An die frische Luft bringen und in
Testdurchfihrung sowie jede Verwendung in Kombi- einer Position ruhigstellen, die das Atmen erleichtert
nation mit anderen Produkten, die der Hersteller nicht (P304/340).
autorisigrt hat, ist nicht zulassig; der Anwender ist fur — BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten
solche Anderungen selbst verantwortlich. Der Herstel- lang behutsam mit Wasser spiilen. Vorhandene Kon-
ler haftet fiir falsche Ergebnisse und Vorkommnisse taktlinsen nach Mdglichkeit entfernen. Weiter spiilen
aus solchen Griinden nicht. Auch fiur falsche Ergeb- (P305/351/338).
nisse aufgrund visueller Auswertung wird keine Haf- — Essen, Rauchen und Trinken wahrend der Arbeit ist
tung Gbernommen. nicht gestattet. Reagenzien von Nahrungsmitteln, Ge-

3. Das Produkt darf nur von geschultem Fachpersonal tranken und Futtermitteln fern halten.
angewendet werden. Schwangere sollten den Test — Wahrend der Arbeit mit Kitreagenzien oder Patienten-
nicht durchfihren. ) . proben Kittel, Schutzbrille und Einmalhandschuhe tra-

4. \Verwendete Gerate sind geméafR den Hersteller- gen (P280). Nach der Arbeit die Hande griindlich wa-
angaben regelméafRig zu warten und vor ihrem Ge- schen (P264).
brauch auf ihre Funktionsfahigkeit zu Uberprifen — Sicherheitsdatenblétter sind auf Anfrage erhaltlich.

5. Die Reagenzien sind nur flr in-vitro-Diagnostik und 13. Stopplésung verursacht schwere Veritzungen der
zum Einmalgebrauch bestimmt. Reagenzien, deren Haut und schwere Augenschaden (H314).
Verfallsdatum Uberschritten ist, dirfen nicht verwendet 14. Méglicherweise ist TMB in hohen Konzentrationen
werden. Keine Reagenzien anderer Hersteller oder potentiell mutagen. Aufgrund der geringen Konzentra-
Kitkomponenten unterschiedlicher Chargen (Ausnah- tion von TMB in der Substratiésung ist eine mutagene
men s. Seite 1) mit den Reagenzien dieses Testkits Wirkung bei ordnungsgemaBem Gebrauch ausge-
kombinieren. schlossen.

6. Kitkomponenten nicht benutzen, wenn die Verpa- 15. Die enthaltenen Konservierungsmittel (Bronidox L,
ckung der Komponenten beschadigt ist. Vor Gebrauch Thimerosal, Azid) sind giftig fur Wasserorganismen,
alle Lésungen optisch auf mikrobielle Kontamination haben aber keine gewassergefihrdende Konzen-
prufen. Flaschen sofort nach Gebrauch fest verschlie- tration mehr. GroRe Mengen Reagenzien sollten vor
Ren, um Verdunstung und mikrobielle Kontamination der Beseitigung mit Wasser verdiinnt werden.
zu vgrme[den. Verschlusskappen der einzelnen Rea- Thimerosal (WashBuf B) kann die Organe schadigen
genzien nicht vertauschen. bei langerer oder wiederholter Exposition (H373).

7. Der Testkit wurde validiert fir die im Testschema 16. Serumhaltige Abfalle missen in Abfallbehltern ge-
(siehe Seite 2) angegebenen Temperaturen. Bei ho- sammelt werden, die ein geeignetes Desinfek-
heren oder niedrigeren Temperaturen konnen die Er- tionsmittel in ausreichender Konzentration enthalten.
gebnisse von den Referenzbereichen abweichen. Abfille miissen entsprechend den Regularien des je-

8. Die Waschprozedur ist von entscheidender Bedeu- weiligen Landes behandelt werden.
tung. Unzureichendes Waschen fihrt zu fehlerhaften 17. Wir weisen auf die Medizinproduktebetreiber-
Ergebnissen. Die Verwendung von Multi- bzw. Mehr- Verordnung, die Richtlinie der Bundesarztekammer
kanalpipetten und automatischen Washern wird emp- (RiliBAK) in ihrer aktuellen Version und auf die ,Gute
fohlen. o Labordiagnostische Praxis, GLDP* hin.

9.  Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen und falsch
erhohten Resultaten Patientenproben und Konjugat DR . FOOKE
sorgfaltig in die Kavitaten pipettieren. Nur saubere Pi- “ Labo}atorien GmbH Tel.: 0049-2131-2984-0
Sve:;%résn?ltzen, Dispenser und Labormaterialien ver- Habichtweg 16 Fax: 0049-2131-2984-184

10. Testkomponenten humanen Ursprungs (Kalibratoren 41 4.66 Neus§

P . prungs | E-mail: information@fooke-labs.de

und Kontrollen) wurden mit CE-gekennzeichneten Me- Internet: www fooke-labs.de
thoden auf Anti-HIV-1/2, HBsAg, Anti-HBc und Anti- : ) :
HCV untersucht und fir nicht reaktiv befunden. Unge-
achtet dieser Resultate sollten alle Reagenzien auf
Humanserumbasis als potentiell infektids (biogefahr-
dend) betrachtet werden.

11. Einige Kitkomponenten kénnen Rinderserumalbumin
enthalten, von dem laut Lieferant keine Infektidsitat
bekannt ist. Da moglicherweise nicht nachweisbare in-
fektiose Agentien vorhanden sein kénnten, wird emp-

8°C
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2°C
Los- Konf(c):rlr:-r;itéts— D/i’;_gvgg;- Temperatur- Verwepd- Bestell- 25:{2:(;:;_ dfkeu?‘Leei:I—te Nvl/if:nbgil‘éu\tlz(;?, Einmal- auslllrr:e?:t?end Herge- “Bioge-
Nummer kennzeichnung tikum begrenzung bar bis nummer beachten beachten packung zerstort | gebrauch fgr <n> stellt von | fahrdend
ist Prifungen
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