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Gebrauchsinformation BIOGNOST® IFT C€

Nachweis von IgG, IgM und IgA ANTIKORPERN in humané&erum mit INDIREKTER IMMUNFLUORESZENZ
Testdauer: ca. 90-120 min

BESTIMMUNGSGEMARER GEBRAUCH
Der Biognost® IFT ist ein indirekter Inmunfluoresz¢est fiir die qualitative und/oder semi-quanti@estimmung von Antikdrpern in humanem Serum. Der
Biognost® IFT ist zum Einsatz in der in vitro Diaggtik bestimmt.

TESTPRINZIP

Der Test basiert auf der klassischen Methode dfrekten Immunfluoreszenz. Die Substratobjekttrégied mit Antigen beschichtet. Im ersten Schrittdwi
Patientenserum auf den Objekttrager aufgebrachtnkudbiert. Falls im Serum Antikdrper gegen dashzaeveisende Antigen vorhanden sind, werden diese
gebunden. Unspezifische Antikérper, sonstige Pmetesw. werden durch einen Waschschritt entfermt.dihe Beschadigung oder das Ablésen des Antigens z
vermeiden, darf wahrend des Waschens nicht gevigiden. Nach Auftragen des entsprechenden FITCiertek Antihumanimmunglobulins (Konjugat) und
erneuter Inkubation im zweiten Schritt wird nochsnggéwaschen, um Uberschiissiges Konjugat zu entfebee Komplex Antigen / humane Antikdrper / Kongiig
ist dann unter einem Fluoreszenzmikroskop bei 40Wf&cher VergroRerung sichtbar.

Beim Nachweis von IgM und/oder IgA Antikorpern kagin Trennsystem zur Absorption von IgG und Rheaktafen (Biosorb®) dem ersten Schritt vorgeschaltet
werden.

Enthalt das zu untersuchende Serum keine Antikédypgen das entsprechende Antigen, so unterblatBitiung spezifischer Antigen-Antikorper-Komplexénter
dem Mikroskop sind dann auch keine spezifischenrekzenzmuster beobachtbar.

GRENZEN DER METHODE

Die Nachweise mittels indirekter Immunfluoreszenhtek weisen qualitativ die jeweiligen Antikérpeasich. Der individuelle Antikorpertiter eines Patimkann
nicht als MaR fur die Schwere der Erkrankung geseferden, da Antikdrper von verschiedenen Patientgerschiedliche Affinitdten aufweisen kdnnen. b ist
eine absolute Standardisierung der Ergebnisse sdgwAndererseits ist dieser Nachteil namlich (theoretisch) optimale Breite des Antigenangehiss grofite
Vorteil dieser Methode. Indirekte Immunfluoreszersts sind gute Screening Tests. Durch den Einsaitiyier Kontrollen, bei denen die Titer angegebienl, ist
eine semiquantitative Aussage moglich. Das Tedbaigesollte nicht als alleinige Basis zur Beurtegules klinischen Bildes verwendet werden, eresatittmer im
Gesamtzusammenhang (klinische Symptomatik, ZeitpdekProbennahme, andere Laborwerte, Herstelkteigener Referenzbereich etc.) und in Kombinatiin
anderen verflgbaren Patientendaten gesehen werden.

BIOGNOST® REAGENZIEN

Die Biognost® Nachweissysteme sind als Testkit &lezelkomponenten erhaltlich:

Substratobjekttréager: beschichtet mit dem jeweiligatigen.

Positive Kontrolle: stabilisiertes Humanserum, éittAntikorper gegen das jeweilige Antigen, gebtesfertig.

Negative Kontrolle: stabilisiertes Humanserum, éfitkeine mit der Inmunfluoreszenztechnik nachweish Antikdrper (IgG, IgM, IgA), gebrauchsfertig.

Konjugat: mono- oder polyspezifisches Antihumanimigiobulin, mit oder ohne Evans blue Gegenfarbuegrauchsfertig oder Konzentrat; Gebrauchsverdiinnung
wie auf dem Etikett angegeben.

PBS Puffer: leicht I16sliche PBS Puffer FestsubstamzHerstellung von 500 ml bzw. 1000 ml Pufferldguenthélt 10 mM NaPhosphat, 150 mM NaChlorid,7jp5l
Einschlussmedium, Saugpapierschablonen, Deckglaserauchsinformation.

ZUSATZLICH ERFORDERLICHE MATERIALIEN

Reaktionsgefalie zur Herstellung der Verdiinnungsneih

Pipetten (Bereich 1-1000 pl)

Vortex Mischer

Messkolben (500 ml bzw. 1000 ml) zur Herstellung Baosphatpuffers

Destilliertes oder demineralisiertes Wasser

Feuchte Kammer

Brutschrank (37°C)

Farbetroge (mdglichst groR)

Spritzflasche fir PBS Puffer

Kurzzeitmesser

Dunkelfeld Fluoreszenzmikroskop mit trockenem Objefohne Immersionsol zu benutzen) mit Filterrr, éine Anregungswellenldnge von 450-490 nm und eine
Emission von 560-590 nm. Fur eine hohere Empfidtiit ist ein Auflichtmikroskop einem Durchlichtnmdskop vorzuziehen.

LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Objekttrager, Kontrollen, Konjugate und Biosorb®ssén bei der jeweils auf dem Etikett angegebenerp@eatur gelagert werden. Die Objekttréager sindesiein
wegen der Austrocknungs- und Denaturierungsgefatgeschlossenen Aluminiumbeutel luftdicht verscidveu lagern. Bei vorschriftsmaRiger Lagerung siied
Reagenziemingetffnetbis zum Verfallsdatum haltbar. Nach Ablauf desfaésdatums sind sie nicht mehr zu verwenden.

Nach Anbruch mussen die Reagenzien wieder gutiMessen und bei der auf dem Etikett angegebenemp@etur gelagert werden. Sie sind dann schnelldtaibg
zu verbrauchen. Der Verfall einer Charge defimécht die Haltbarkeit bei Wiederverwendung.

Die PBS Puffer Festsubstanz ist bei Raumtempeuaitidarunteungedffnet d.h. im Aluminiumbeutel luftdicht verschweif3t,hegrenzt haltbar.
Einschlussmedium, Saugpapierschablonen und Deekglésl bei Raumtemperaturlagerung oder niedrigegetperatur ebenfalls unbegrenzt haltbar. Das
Verfallsdatum auf dem Etikett dient beim PBS Pyfienschlussmedium sowie bei den Saugpapierschaiblond Deckglasern der Organisation der Lagerhgltun
Angesetzte PBS Pufferlésung (pH 7,5) ist am selanzu verbrauchen, da sie kein Konservierungsheittinélt. Bei Verwendung am néchsten Tag muss sie
zwischenzeitlich bei 5-10°C verschlossen gelagertien. PBS Pufferlésungen mit Schlieren-, Flocketer Trilbungsbildung bzw. Farb- oder pH-Wert-Anderu
sind zu verwerfen.

SICHERHEITSHINWEISE

1. Alle Kits und Reagenzien sind ausschlieRlichdiérin vitro Diagnostik bestimmt.

2. Alle humanen Seren, die zur Herstellung der Zeihengen aus humanen Seren (Kontrollen) verwenwdeden, wurden auf HBsAg und Antikérper gegen HIV
untersucht und fiir negativ befunden. Da trotzdegnmfiektiositat nicht génzlich ausgeschlossen wetdmn, sollten sie mit der entsprechenden Vorsiehwendet
werden.

3. Kontrollen, Konjugate und Einschlussmedium eltéine0,09% Natriumazid. Natriumazid ist giftig. Dderschlucken und Haut- bzw. Schleimhautkontakeist
vermeiden. Natriumazidhaltige Reagenzien dirfehtniut kupfer- oder bleihaltigen Gegenstanden imbifelung gebracht werden (Bildung explosiver Salze)
4. Einige Konjugate enthalten Evans blue (auf deikeE angegeben). Evans blue kénnte karzinogen(seir Schweizer Giftklasse 1* zugeordnet). VerrariGie
deshalb das Verschlucken sowie den HautkontakEm@ns blue haltigen Lésungen.

5. Sicherheitsbestimmungen der Berufsgenossenaamditles jeweiligen Institutes (Labors) bezugligsgbfahrdenden, giftigen und reizenden Stoffen siniétt zu
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beachten (siehe Aushange, Laborjournal, Sichetieébrung sowie die aus Zertifizierung bzw. Akktidlung resultierenden Arbeitsvorschriften).
6. Die aktuellen Regeln der guten Laborpraxis (Gomlgloratory Practice, GLP) sollten immer beachtetden.
7. Nach der Testdurchfuhrung sind alle im Test k#ten Reagenzien und Seren entsprechend den gesstzBestimmungen zu entsorgen.

UNTERSUCHUNGSMATERIAL

Als Untersuchungsmaterial kann Serum oder Plasngesetzt werden. Bei 5-10°C ist Serum/Plasma ¥dodhe haltbar . Fir eine langere Lagerung und
Mehrfachnutzung sollten Seren/Plasmen in kleineridhen (> 50 pl) aufgeteilt, in flissigem Stiak§tschockgefroren und bei-20°C eingefroren werden.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen von gréRReresnjen an Seren/Plasmen kann zur Bildung von Pegigiegaten sowie zum Abbau von
Serum/Plasmabestandteilen fiihren und ist deshalermeiden. Da Azid bei den durchzufiihrenden Untdrangen nicht stért, wird Serum/Plasma aber aucthd
Zugabe von 0,09% Azid fur langere Zeit  Jahr) im Kuhlschrank in der Regel ohne Analgst lagerfahig.

Beim IgM bzw. IgA Nachweis wird eine Vorbehandlutes Patientenserums notwendig, um Storeffekte dehagumafaktoren, welche das Vorhandensein von IgM
vortauschen kénnen, und IgG Antikdrper, welchelgli¢/lgA Bindung kompetitiv hemmen kdénnen, zu verdesi. Die Trennung der Antikdrperklassen kann mit
dem von Bios® erhéltlichen gebrauchsfertigen Trgsatesn Biosorb®& urchgefiihrt werden (siehe Trennsysteme). ObwatdiilgG/IgM Trennung optimiert, kann
Biosorb® auch zur Probenvorbehandlung bei IgA Bestingen verwendet werden. IgG Antikdrper werdendsudlrobe entfernt, wahrend IgM und der gro3te Tei
der IgA Antikorper in der Probe verbleiben. Durdh Worbehandlung werden die Proben verdiinnt. Dedienungsfaktor von 1:5 ist bei der Herstellung der
Testverdiinnungen fiir den IgM bzw. IgA Nachweis etilbksichtigen. Die Trennung sollte unmittelbar #em Testansatz erfolgen.

QUALITATSKONTROLLE UND FEHLERSUCHE

Eine positive Kontrolle fiir jeden zu interpretieten Parameter und eine negative Kontrolle solisefedlem Testlauf mitgefiihrt werden. Ergeben dietilien nicht die auf
dem Etikett angegebenen Ergebnisse, ist der Tgéttigrund muss wiederholt werden. Kann der auf @#ikett der positiven Kontrolle angegebene Titel (bis 2
Verdunnungsstufen) im Anwenderlabor nicht reprodtaverden, so sollte Uberprift werden, ob auss@htih Biognost® Testreagenzien im Testansatz vesele
wurden oder z.B. andere Deckgléaser, anderes Eumssrhedium, nicht frisch angesetzter Biognost® Pu¥ieiterhin muss tberpruft werden, ob das benutzte
Fluoreszenzmikroskop einwandfrei funktioniert; mégé Fehlerquellen sind dlverschmutzte ObjektivejuBtierung oder eine zu schwache Lampe. Desweitstre
zu prufen, ob die Reagenzien richtig gelagert wuaiav. bereits verfallen sind, ob die im Testansatwendete feuchte Kammer feucht genug ist, ob der
Objekttrager mit einem Filzstift beschriftet wurggtte nur harten Bleistift benutzen) etc. Auchiteol die Reagenzien auf keinen Fall durch Erhitngh
Raumtemperatur gebracht werden. Konjugate kdnneshdlie Pufferleerwertkontrolle auf eventuelle wemfische Anfarbung des Substrates Uberprift werden
Analog den Kontrollen oder den vorverdiinnten Pétieseren wird auf eine Auftragstelle die entspradeeMenge PBS Pufferldsung aufgetragen und dectidsii
Testdurchfihrung unterworfen.

Die Sensitivitat und Spezifitat dieses Tests uiggtleiner standigen Uberwachung durch das Biosfitiétiabor. Bios® setzt alle verfligbaren WHO oder
anderweitig definierten Kontroll- bzw. Serumstardfarur Teststandardisierung ein.

Die Biognost® positiven und negativen Kontrollendsenhand der verfligbaren Standards oder Sereklinmisth charakterisierten Patienten bzw. Blutsgend
kalibriert.

Eine Gewahrleistung durch die Firma Bios® ist nanil gegeben, wenn die Angaben der Gebrauchsinformatakt eingehalten, im Test nachweislich nursBio
Produkte eingesetzt werden und der Test nur duachgersonal durchgefuhrt wird.

TESTVORBEREITUNG
Falls das Konjugat als Konzentrat vorliegt, mussaser Testdurchfiihrung entsprechend den Angab&dem Etikett mit PBS Puffer verdiinnt werden.
Da das Konjugat in verdiinnter Form nicht haltbgriiggte nur die fir den Testansatz benétigte Mergggerdiinnen.

TESTDURCHFUHRUNG

Die Biognost® Objekttrager, Kontrollen und das Kaygt sind gebrauchsfertig, sobald sie sich auf Remnperatur erwarmt haben (ca. 5 min). Die Kontrolled
das Konjugat sind also unverdiinnt zu benutzen. eisefir die Benutzung von Biosorb® als IgG/IgMGItgA) Trennsystem sind in der Gebrauchsinformation
Best.Nr. S0001tid zu finden. Die Biognost® Konteallsind soweit notwendig vorgetrennt. Sie solledewveiner Trennung in Bezug auf Immunglobulinklassech
gegebenenfalls einer Absorption unterzogen werden.

Die Biognost® Objekttrager sind gebrauchsfertigeiik Die Substrate konnen bei einem weiteren Exieritt im Anwenderlabor zerstort werden.

Vor Beginn des Testansatzes sind die Seren entsgrdaden Vorgaben (Screeninguntersuchung, TitfatonPBS Pufferldsung oder einer Losung aus PBtSLArGi
Rinderserumalbumin zu verdiinnen. Gebrauchliche terdngsreihen sind: 1:2; 1:4; 1:8 etc. oder 1:50;11:20 etc.

Das Pipettierschema des Tagesansatzes muss vomBies Testansatzes schriftlich in einem dafiresebenen Formular festgelegt werden. Dieses Foriistidie
Grundlage fur die Interpretation der Ergebnisse derén Dokumentation.

1. Objekttrager vorsichtig aus der Alu-Verpackuefymen (Einkerbung zum Aufrei3en ist vorgestanatipe die Auftragstellen zu beriihren. Zum Beschriter
Objekttrager nur harten Bleistift, niemals Filzsti€érwenden.

2. Kontrollen und vorverdiinnte Patientenseren @&aifdftragstellen tropfen (flachendeckend, je n&etiie der Auftragstelle ca. 15-50 pl).

3. Fir den 1gG und IgM/IgA-Nachweis: Objekttragérrain bei Raumtemperatur in feuchter Kammer inkxérie

Ausnahmebei Viren und intrazelluldren Keimen:

fur den IgG Nachweis: 30 min bei Raumtemperatdeuthter Kammer inkubieren,

fur den IgM/IgA Nachweis: 30 min bei 37°C oder 6hrhei Raumtemperatur in feuchter Kammer inkubieren

Dabei vor direkter Sonneneinstrahlung schiitzenHgidungsnahe meiden.

4. Objekttrager feuchter Kammer entnehmen, Serumv- Blussigkeitsiiberschuss mit PBS vorsichtig alesp(5trahl aus Spritzflasche dabei keinesfalektlimuf die
Auftragstelle richten!).

5. 2x 5 min in PBS Puffer waschen (nach 1x 5 mirchigel in neuen Puffer); mdglichst gro3e Farbethiggaitzen, und den (die) Objekttrager im PBS Pufifent
bewegen bzw. nicht riihren.

6. Objekttrager mit Saugpapierschablonen trockabar Substrat dabei nicht trocken werden lasserdasialb sofort anschlieRend

7. das entsprechende Konjugat auf die Auftragstétepfen (flachendeckend, je nach GroRe der Agtedle ca. 15-50 pl). Ein Tropfen aus Biognost®
Konjugatflaschen entspricht ca. 25 pl.

8. Objekttrager lichtgeschitzt 30 min bei Raumterape in feuchter Kammer inkubieren. Dabei speziefl direkter Sonneneinstrahlung schitzen und
Heizungsnéhe meiden.

9. Schritte 4-6 wiederholen und dann sofort

10. zwei bis drei kleine Tropfen Einschlussmediwrhdem Objekttrager verteilen, Praparat luftblasginhit Deckglas versehen und sofort unter dem
Fluoreszenzmikroskop auswerten.

Gegebenenfalls Ubergelaufenes Einschlussmediurichtigsmit einem mit PBS angefeuchteten Papierermfiernen, um ein Ankleben am Mikroskoptisch baw. i
Préaparatebehéltnis zu vermeiden.

Langzeitkonservierung der Praparate: Versiegelrkdaten mit etwas farblosem Nagellack, Lagerungsb@0°C bis zu mehreren Jahren.

Der Testansatz kann auch automatisiert durchgefignden.

AUSWERTUNG
Die Préparate werden unter einem Fluoreszenzmikyobki einer 400-500fachen VergroRerung beurfgiliegbereich 450-490 nm) (Uberblick bei 100 facher
VergroRerung). Dabei nicht zu lange ein und dassélssichtsfeld mustern, sondern in rascher Folggichst viele Gesichtsfelder auswerten, um das isthen
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des Praparates zu vermeiden. Die Préparate sollert sach der Testdurchfiihrung abgelesen werdemn/das nicht mdglich ist, missen sie kihl, duokel vor
dem Austrocknen geschitzt in Praparatemappen gelagelen.

Ein Testansatz kann nur dann bewertet werden, wienmitgefiihrten Kontrollen die erwarteten Ergebaigeigen.

Detailliertere Informationen fiir die Bewertung unterpretation der entsprechenden Nachweise sidérinspeziellen Gebrauchsinformationen zu finden.

Wir weisen darauf hin, dass beim Immunfluoreszestadi& IgM-Muster grundsatzlich schwacher sinddadslgG-Muster. Je nach Serum, welches der IgM-Kablet
zugrunde liegt, kdnnen die Fluoreszenzmuster aadieren. IgM-Kontrollen kénnen bzgl. des Titerfiso deswegen an die Grenzen stof3en, weil sie auf
verschiedenen Substratchargen, z.B. bei einem ahgagn Titer von 4, gerade noch im unverdiinntetaAdsein positives Ergebnis geben. Abweichungenlvon
bis 2 Titerstufen sind jedoch methodenbedingt atete (siehe Kapitel ,Qualitéatskontrolle und Feblerhe").

Fluoreszenzmuster:

Zur Auswertung muss die Anfarbung der jeweiligen Wachweis zu Nachweis unterschiedlichen Substrstenbzw. der jeweiligen Erreger beurteilt werden.
Positiv:

Die spezifische Fluoreszenz ist eine helle apfelgrtarbe mit unterschiedlicher Intensitat: von diveach; Gber 2+ méaRig; 3+ stark bis 4+ brilliant.

Negativ:

Fluoreszenzen mit geringerer Intensitét als 1+ ari@s negativ beurteilt. Gelbliche oder dunkelgr&tuoreszenzen sind unspezifisch und dirfen nicht
bertcksichtigt werden.

Titer:

Der Titer ist der reziproke Wert der héchsten Vearing, bei der noch mindestens eine 1+ Fluoresaesehen ist.

Beispiel: Wird die 1:80 Verdiinnung mit 1+ positievertet, die 1:160 Verdiinnung aber negativ, sdasfTiter 80.
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