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Gebrauchsinformation

Ce
BIOGNOST® AHA NACHWEIS

INDIREKTER IMMUNFLUORESZENZTEST zum Nachweis von AWANTIKORPERN gegen HAUTANTIGENE (AHA) auf AFFENSPEERORHE in
humanem Serum

Antikdrper gegen epidermale Basalmembran (BM
Testkit fur 40 Bestimmungen, Best.Nr. 5348-1
Testkit fir 80 Bestimmungen, Best.Nr. 5396-1

Antikorper gegen Interzellularsubstanz (ICS)
Testkit fur 40 Bestimmungen, Best.Nr. 5348-2
Testkit fir 80 Bestimmungen, Best.Nr. 5396-2

Alle Reagenzien der Testkits sind auch einzelnlgidt&
Testdauer: ca. 90 min

BESTIMMUNGSGEMARER GEBRAUCH
Der Biognost® AHA Nachweis ist ein indirekter Imnfluoreszenztest fir die qualitative und/oder semasttitative Bestimmung von Antikdrpern gegen
Hautantigene in humanem Serum. Der Biognost® AHRIif zum Einsatz in der Diagnostik autoimmuner téekrankungen bestimmt.

EINFUHRUNG

Antikdrper gegen spezifische Antigene der Hauti{gialut Antikdrper AHA) sind charakteristisch furedbulldsen Dermatosen und besonders fir Pemphigls u
Pemphigoid. Beim Nachweis dieser Antikdrper mittetlirekter Immunfluoreszenz auf dem Substrat Adfegiserdhre lassen sich zwei unterschiedliche
Fluoreszenzmuster beobachten. Zum einen zeigesiehReaktion mit der Interzellularsubstanz dethgbzellen und zum anderen mit der Zone der epidknm
Basalmembran.

Antikdrper gegen Antigene der Interzellularsubsténtercellular substance, ICS) des mehrschichtiattenepithels sind bei 90-95% der PatienterPaihphigus
zu finden. Da sie gegen Bestandteile der Desmosgeéchtet sind, werden sie auch Antikdrper gegact&lzelldesmosomen genannt. Die Antikdrper sind
pathogen, sie zerstoren die zwischen den Zellerelbesden Interzellularbriicken (Akantholyse) undixsachen die fur die Krankheit typischen intraepigden
Blasen. Die wichtigsten Formen dieser blasenbildartdautkrankheit sind der Pemphigus vulgaris undP@enphigus foliaceus. Der Pemphigus vulgaris, die
haufigere Form, ist durch eine generelle Verteiluag weichen Blaschen auf der Haut und auf derifaster mitbeeintrachtigten Schleimhaut gekennzesthn
Unbehandelt ist diese Erkrankung lebensbedrohliciGegensatz dazu treten bei Pemphigus foliaceasa@ave Krankheit) typische krustige oder schuppige
Lasionen nur ortlich begrenzt auf (meist Kopf, @bsioberer Brustbereich, Riicken). Die Schleimhnérd gewdhnlich nicht befallen.

Wie beschrieben wird, gehoren die Antikdrper beemphigus tblicherweise der IgG Klasse an, beim Pémp foliaceus treten in geringem Mafe zuséatatieh
Antikorper auf.

Der Nachweis von Antikrpern gegen die Interzefislédostanz ist ein wichtiges Hilfsmittel in der Diegtik des Pemphigus. Da die Titer gut mit der
Krankheitsaktivitat korrelieren, sind ICS Antikdrpeuch zur Therapiekontrolle geeignet.

Antikdrper gegen die Zone der epidermalen Basalmam{BM) sind mit Pemphigoid assoziiert. Die Antigér richten sich gegen Antigene der in der Lanhiicala
vorliegenden Hemidesmosomen, die den Kontakt déh&pellen zur Basalmembran vermitteln. Die Bilduter subepidermalen Blasen wird jedoch durch
Komplementaktivierung und zellulére Prozesse adsgeDer bulldse Pemphgoid ist vornehmlich beid?dén in htherem Lebensalter anzutreffen. Die 8ohkéute
sind selten betroffen (in 10-40% der Falle). Beidtdaen mit der bulldsen Form des Pemphigoid lasgembei bis zu 80% Antikdrper gegen die epideemal
Basalmembran nachweisen.

Die zirkulierenden Antikdrper beim Pemphigoid gefroder IgG Klasse an. Die Titer korrelieren niclitt aier Aktivitét der Erkrankung. In der Frihphagedsviele
Patienten negativ. Normalerweise hat der bullosedhégoid einen selbstlimitierenden Verlauf.

AuRer beim bullésen Pemphigoid werden Antikdrpeyegedie epidermale Basalmembran zu einem gerindrnagentsatz bei anderen bulldsen Krankheiten
gefunden: beim vernarbenden Schleimhautpemphiga2®i30% der Falle und bei Epidermolysis bullosguésita (EBA) in 25-75% der Falle. Die Antikdrpénd
hier teilweise gegen andere Antigene der Basalmamgerichtet, bei EBA gegen Antigene der Verankgstibrillen unterhalb der Basalmembran.

Antikdrper gegen ICS und BM treten in niedrigereTit auch bei Verbrennungen und Arzneimittelexangreauf.

TESTPRINZIP

Der Test basiert auf der klassischen Methode dhrekten 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 Antikérper / Kongiig
ist dann unter einem Fluoreszenzmikroskop bei 40Wf&cher VergroRerung sichtbar.

Beim Nachweis von IgM und/oder IgA Antikdrpern wieth Trennsystem zur Absorption von IgG und Rheakiafen (Biosorb®) dem ersten Schritt vorgeschaltet
(siehe Punkte INHALT und UNTERSUCHUNGSMATERIAL).

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 Immunfluoresz@sts sind gute Screening Tests.

Durch den Einsatz positiver Kontrollen, bei den@nTter angegeben sind, ist eine semiquantitaiivesage moglich.

Das Testergebnis sollte nicht als alleinige BasisBeurteilung des klinischen Bildes verwendet wercer sollte immer im Gesamtzusammenhang (klieisch
Symptomatik, Zeitpunkt der Probennahme, andere ivedrte, Hersteller und eigener Referenzbereicl) et in Kombination mit anderen verfligbaren
Patientendaten gesehen werden.

INHALT DER TESTKITS UND SONSTIGER TESTREAGENZIEN

1. TESTKITS

Best.Nr. 5348-1: Biognost® AHA (BM) IFT; 40 Bestinumgen: 10 Objekttrager mit 4 Auftragstellen; 0,2pusitive Kontrolle; 0,5 ml Autoantikérper negative
Kontrolle; 2 ml polyspezifisches Konjugat; 1,5 mhEchlussmedium; 2x 10 g PBS Puffer FestsubstalhRetkglaser; Gebrauchsinformation.

Bios®, Biosite®, Biognost®, Biolisa®, Biosave®, Bsorb®, Biomedix®, Bionostix®, Biostik®, Biochip®, Boservice®, Biotainer®, Biodata®, Diagnos® und Repe® sind
registrierteWarenzeichen der Firma Bios® GmbH, Deuschland
Die mit ® gekennzeichneten Warenzeichen in dieseneXt sind Eigentum der Fa. Bios GmbH.
Die Gebrauchsinformationen der Firma Bios Labordiagnostik GmbH sind geistiges Eigentum der Fa. Bios uhnur nach den Vorgaben der Firma Bios zu verwenden
Bios® Labordiagnostik GmbH, Hofmannstr. 7, D-813@@nchen,
Fon/Fax: +49 89/898895-41/40, e-mail: bios@bioslivoom
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Best.Nr. 5348-2: Biognost® AHA (ICS) IFT; 40 Bestimngen: 10 Objekttrager mit 4 Auftragstellen; 0/3asitive Kontrolle; 0,5 ml Autoantikdrper negagiv
Kontrolle; 2 ml polyspezifisches Konjugat; 1,5 mhEchlussmedium; 2x 10 g PBS Puffer FestsubstalhRetkglaser; Gebrauchsinformation.
Bitte beachten Die aufgefiihrten Kits sind nicht immer verfugbar.

2. EINZELREAGENZIEN
2a. Objekttrager:
Best.Nr. 5304: Biognost® Affenspeiserdhre Objekgré beschichtet mit Kryostatschnitten von Afferispehre; 4 Auftragstellen.

2b. Positive Kontrollen

Best.Nr. 5302: Biognost® AHA ICS positive Kontrgliabilisiertes Humanserum, enthalt Antikorperegegntigene der Interzellularsubstanz, gebrauctigfer
Titerangabe auf dem Etikett; 0,3 ml.

Best.Nr. 5303: Biognost® AHA BM positive Kontrollstabilisiertes Humanserum, enthélt Antikérper gegjstigene der epidermalen Basalmembran,
gebrauchsfertig, Titerangabe auf dem Etikett; 0,2 m

2c. Negative Kontrolle- verwendbar fir alle Biognost® autoimmunologistimmunfluoreszenztests:
Best.Nr. 1111A: Biognost® Autoantikdrper negativeritolle; stabilisiertes Humanserum, enthélt kemeder Immunfluoreszenztechnik nachweisbaren
Autoantikorper (IgG, IgM, IgA), gebrauchsfertigsanl.

2d. Konjugate - verwendbar fir alle Biognost® autoimmunologistimmunfluoreszenztests auf Affengewebeschnitten:

Best.Nr. 1502; Best.Nr. 15302 bzw. Best.Nr. 151@iagnost® Polyspezifisches Konjugat; Antihumaninmglobulin fir Affengewebe, FITC markiert, mit Evans
blue Gegenfarbung, gebrauchsfertig; 2 ml; 3 ml kizvml.

Best.Nr. 1512; Best.Nr. 15312 bzw. Best.Nr. 151@iagnost® Polyspezifisches Konjugat; Antihumaninmglobulin fir Affengewebe, FITC markiert,
gebrauchsfertig; 2 ml; 3 ml bzw. 10 ml.

2e. Sonstige Reagenzierverwendbar fiir alle Biognost® Immunfluoreszesize

Best.Nr. 1605 bzw. Best.Nr. 1606: Biognost® Phosliifer; 4x 5 g bzw. 2x 10 g leicht I6sliche PBSffeuFestsubstanz zur Herstellung von jeweils 50@zav.
1000 ml Pufferlésung; enthalt 10 mM NaPhosphat, 1@ mM NaChlorid, pH 7,5.

Best.Nr. 1610 bzw. Best.Nr. 161010: Biognost® Eitigssmedium pH 7,5; gebrauchsfertig; 1,5 ml bzwml0

Best.Nr. 1704 bzw. Best.Nr. 17604: Biognost® Sapigrachablonen fir Objekttrager mit 4 Auftragstell@2 Stiick bzw. 60 Stick.

Best.Nr. 1700 bzw. Best.Nr. 17100: Biognost® Deékgl; 15 Stick bzw. 100 Stick.

2f. 1gG/IgM (IgG/IgA) Trennsysteme:
Best.Nr. 90-1048 bzw. Best.Nr. 90-1120: BiosorbgI(IgA) Isolierung mittels anti-human IgG AntisentIgM (IgA) Endverdiinnung 1:5; 2 ml fir ca. 48
Patientenproben (Trennungen) bzw. 5 ml fiir ca. R&entenproben (Trennungen); Gebrauchsinform&est.Nr. SO001tid.

ZUSATZLICH ERFORDERLICHE MATERIALIEN

Reaktionsgefalie zur Herstellung der Verdiinnungsneih

Pipetten (Bereich 1-1000 pl)

Vortex Mischer

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

Destilliertes oder demineralisiertes Wasser

Feuchte Kammer

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 sindesiin
wegen der Austrocknungs- und Denaturierungsgefatgeschlossenen Aluminiumbeutel luftdicht verscidveu lagern. Bei vorschriftsmaRiger Lagerung siied
Reagenziemingeodffnetbis zum Verfallsdatum haltbar. Nach Ablauf desfaésdatums sind sie nicht mehr zu verwenden.

Nach Anbruch missen die Reagenzien wieder gutiMessen und bei der auf dem Etikett angegebenemp@etur gelagert werden. Sie sind dann schnelldtaidg
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 Pyftgnschlussmedium sowie bei den Saugpapierschablond Deckglasern der Organisation der Lagerhgltun
Angesetzte PBS Pufferlésung (pH 7,5) ist am sellanzu verbrauchen, da sie kein Konservierungsheittinélt. Bei Verwendung am néchsten Tag muss sie
zwischenzeitlich bei 5-10°C verschlossen gelagertien. PBS Pufferldsungen mit Schlieren-, Flocketer Trilbungsbildung bzw. Farb- oder pH-Wert-Anderu
sind zu verwerfen.

SICHERHEITSHINWEISE

1. Alle im Punkt INHALT aufgefuhrten Kits und Reagegen sind ausschlie3lich fur die in vitro Diagnlkdtestimmt.

2. Alle humanen Seren, die zur Herstellung der imk® INHALT aufgeflihrten Zubereitungen aus humageren (Kontrollen) verwendet wurden, wurden auf
HBsAg und Antikdrper gegen HIV untersucht und fégativ befunden. Da trotzdem die Infektiositét higénzlich ausgeschlossen werden kann, solltemisiger
entsprechenden Vorsicht verwendet werden.

3. Kontrollen, Konjugate und Einschlussmedium elte¢ine0,09% 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 Berufsgenossensam@ities jeweiligen Institutes (Labors) beziigliasgbfahrdenden, giftigen und reizenden Stoffen siniétt zu
beachten (siehe Aushange, Laborjournal, Sichetieébrung sowie die aus Zertifizierung bzw. Akktiedung resultierenden Arbeitsvorschriften).

6. Die aktuellen Regeln der guten Laborpraxis (Goalgloratory Practice, GLP) sollten immer beachtetden.

7. Nach der Testdurchfuhrung sind alle im Test b#ten Reagenzien und Seren entsprechend den gesstzBestimmungen zu entsorgen.

UNTERSUCHUNGSMATERIAL
Als Untersuchungsmaterial kann Serum oder Plasngesétzt werden. Bei 5-10°C ist Serum/Plasma ¥dodhe haltbar . Fir eine langere Lagerung und
Mehrfachnutzung sollten Seren/Plasmen in kleineréidhen (> 50 pl) aufgeteilt, in flissigem Stiak§tschockgefroren und bgi20°C eingefroren werden.

Bios®, Biosite®, Biognost®, Biolisa®, Biosave®, Bsorb®, Biomedix®, Bionostix®, Biostik®, Biochip®, Boservice®, Biotainer®, Biodata®, Diagnos® und Repe® sind
registrierteWarenzeichen der Firma Bios® GmbH, Deuschland
Die mit ® gekennzeichneten Warenzeichen in dieseneXt sind Eigentum der Fa. Bios GmbH.
Die Gebrauchsinformationen der Firma Bios Labordiagnostik GmbH sind geistiges Eigentum der Fa. Bios uhnur nach den Vorgaben der Firma Bios zu verwenden
Bios® Labordiagnostik GmbH, Hofmannstr. 7, D-813@@nchen,
Fon/Fax: +49 89/898895-41/40, e-mail: bios@bioslivoom
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Wiederholtes Einfrieren und Auftauen von groRereenjen an Seren/Plasmen kann zur Bildung von Peggiegaten sowie zum Abbau von
Serum/Plasmabestandteilen fiilhren und ist deshaliermeiden. Wenn Azid bei den durchzufiihrenden tdnthungen nicht stért (wie zum Beispiel leider bei
Peroxidase ELISAs) wird Serum/Plasma auch durctaBagon 0,09% Azid fur langere Zeit (L Jahr) im Kihischrank in der Regel ohne Analjtis lagerfahig.
Beim IgM bzw. IgA Nachweis wird eine Vorbehandlutes Patientenserums notwendig, um Storeffekte dehdumafaktoren, welche das Vorhandensein von IgM
vortauschen kénnen, und IgG Antikdrper, welchelgl/IgA Bindung kompetitiv hemmen kénnen, zu verdes. Die Trennung der Antikdrperklassen kann mit
dem von Bios® erhéltlichen gebrauchsfertigen Trgstesn Biosorb®&urchgefiuhrt werden (siehe Trennsysteme). ObwatdifiigG/IgM Trennung optimiert, kann
Biosorb® auch zur Probenvorbehandlung bei IgA Bestingen verwendet werden. IgG Antikdrper werdendsusProbe entfernt, wahrend IgM und der gro3te Tei
der IgA Antikdrper in der Probe verbleiben. Durdéa Worbehandlung werden die Proben verdinnt. Dedi#enungsfaktor von 1:5 ist bei der Herstellung der
Testverdiinnungen fir den IgM bzw. IgA Nachweis etiibksichtigen. Die Trennung sollte unmittelbar dem Testansatz erfolgen.

QUALITATSKONTROLLE UND FEHLERSUCHE

Eine positive Kontrolle fiir jeden zu interpretieten Parameter und eine negative Kontrolle soliseéjfeldlem Testlauf mitgefiihrt werden. Ergeben dietiGlien nicht die auf
dem Etikett angegebenen Ergebnisse, ist der Tgéttigrund muss wiederholt werden.

Kann der auf dem Etikett der positiven Kontrollggegebene Titer (+ 1 bis 2 Verdinnungsstufen) im émderlabor nicht reproduziert werden, so sollterjitit
werden, ob ausschlie3lich Biognost® Testreagenmiehestansatz verwendet wurden oder z.B. ander&dliser, anderes Einschlussmedium, nicht frisch
angesetzter Biognost® Puffer. Weiterhin muss Uligrpverden, ob das benutzte Fluoreszenzmikroskopagidfrei funktioniert; mdgliche Fehlerquellen sind
Olverschmutzte Objektive, Dejustierung oder einedwache Lampe. Desweiteren ist zu priifen, olRdagenzien richtig gelagert wurden bzw. bereittallen
sind, ob die im Testansatz verwendete feuchte Karfeneht genug ist, ob der Objekttrager mit einelrskEft beschriftet wurde (bitte nur harten Bléfisbenutzen)
etc. Auch sollten die Reagenzien auf keinen FatthltErhitzen auf Raumtemperatur gebracht werden.

Konjugate kdnnen durch die Pufferleerwertkontrall# eventuelle unspezifische Anfarbung des Sulestridverprift werden: Analog den Kontrollen oder den
vorverdiinnten Patientenseren wird auf eine Auftedigsdie entsprechende Menge PBS Pufferlésungetraigen und der Ublichen Testdurchfiihrung unteemorf
Die Sensitivitat und Spezifitit dieses Tests uiggtleiner standigen Uberwachung durch das Bios@tidtiabor. Bios® setzt alle verfiigbaren WHO oder
anderweitig definierten Kontroll- bzw. Serumstartfazur Teststandardisierung ein.

Die Biognost® positiven und negativen Kontrollendsanhand der verfiigbaren Standards oder Sereklimisth charakterisierten Patienten bzw. Blutspgend
kalibriert.

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

TESTDURCHFUHRUNG

Die Biognost® Objekttrager, Kontrollen und das Kaygt sind gebrauchsfertig, sobald sie sich auf Remnperatur erwarmt haben (ca. 5 min). Die Kontrolied
das Konjugat sind also unverdiinnt zu benutzen.

Hinweise flr die Benutzung von Biosorb® als IgG/IgidG/IgA) Trennsystem sind im Punkt INHALT und dier Gebrauchsinformation Best.Nr. S0001tid zu finde
Die Biognost® Kontrollen sind soweit notwendig vengnnt. Sie sollen weder einer Trennung in Bezifdnramunglobulinklassen noch gegebenenfalls einer
Absorption unterzogen werden.

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

Vor Beginn des Testansatzes sind die Seren entsgrdaden Vorgaben (Screeninguntersuchung, TitfatonPBS Pufferldsung oder einer Losung aus PBtSLAGi
Rinderserumalbumin zu verdiinnen. Gebrauchliche terdngsreihen sind: 1:2; 1:4; 1:8 etc. oder 1:5011:20 etc.

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

1. Objekttrager vorsichtig aus der Alu-Verpackuefymen (Einkerbung zum Aufreil3en 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&etilie der Auftragstelle ca. 15-50 pl).

3. Objekttrager 30 min bei Raumtemperatur in feeicKkemmer inkubieren. Dabei vor direkter Sonneneahdung schitzen und Heizungsnéhe meiden.

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

5. 2x 5 min in PBS Puffer waschen (nach 1x 5 mirchigel in neuen Puffer); mdglichst gro3e Farbethigaitzen, 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 Agstedle ca. 15-50 pl). Ein Tropfen aus Biognost®
Konjugatflaschen entspricht ca. 25 pl.

8. Objekttrager lichtgeschutzt 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 luftblassinmhit Deckglas versehen und sofort unter dem
Fluoreszenzmikroskop auswerten.

Gegebenenfalls Ubergelaufenes Einschlussmediurichtigsmit einem mit PBS angefeuchteten Papieremfiernen, 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.

BEWERTUNG UND INTERPRETATION

Die Préaparate werden unter einem Fluoreszenzmikpobki einer 400-500fachen VergroRerung beurteiie¢bereich 450-490 nm). Nicht zu lange ein uadselbe
Gesichtsfeld mustern, sondern in rascher Folgeiotglviele Gesichtsfelder auswerten, um das Audtige des Praparats zu vermeiden.

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

Fluoreszenzmuster:

Zur Auswertung muss die Anfarbung des aufgeschiehtBlattenepithels bzw. der Zone der epidermabsaBnembran beurteilt werden.

Positiv:

Die spezifische Fluoreszenz ist eine helle apfelgrisarbe mit unterschiedlicher Intensitét: von éhveach; Uber 2+ mafig; 3+ stark bis 4+ brilliant.
Negativ:

Fluoreszenzen mit geringerer Intensitéat als 1+ emi@ls negativ beurteilt. Gelbliche oder dunkelgr&tuoreszenzen sind unspezifisch und dirfen nicht
berilicksichtigt werden.

Titer:

Der Titer ist der reziproke Wert der hochsten Verling, bei der noch mindestens eine 1+ Fluoresaesehen ist.

Beispiel: Wird die 1:80 Verdiinnung mit 1+ positievizertet, die 1:160 Verdiinnung aber negativ, sdesfTiter 80.
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Zielantigen oder Zielstruktur:

Antikdrper gegen epidermale Basalmembran:

Eine Probe wird als anti-BM positiv beurteilt, wemindestens eine 1+ Fluoreszenz der Zone der Basahnan des geschichteten Plattenepithels zu sshemiti-

BM Autoantikérper reagieren bei Pemphigoid Forménhaimem 230 kD Protein, seltener auch mit eineiy KB Protein der Hemidesmosomen in der Lamina hucid
Bei Epidermolysis Bullosa Aquisita reagieren digtiRdrper mit VVerankerungsfibrillen in der Sublamidensa der Basalmembran.

Fluoreszenzen anderer Gewebebestandteile alstdezdiularsubstanz oder der epidermalen Basalmemiverden als negativ in Bezug auf AHA bewertet; si
kénnen jedoch auf das Vorliegen anderer Autoanpigdhindeuten. Zur Bestéatigung bzw. zum Ausschéirsss solchen Verdachts sollten entsprechende Safen
den jeweiligen Referenzsubstraten untersucht werden

Antikdrper gegen Interzellularsubstanz:

Eine Probe wird als anti-ICS positiv beurteilt, wemindestens eine 1+ Fluoreszenz der Interzelutestsinz des geschichteten Plattenepithels zu sethémti-ICS
Autoantikdrper sind hauptsachlich gegen Desmoddiremphigus vulgaris) bzw. Desmoglein 1 (Pemphiglisceus) gerichtet, beides sind Glycoproteine de
Desmosomen.

Bei Trichophyton Infektionen, Schleimhautpemphigaférbrennungen und Arzneimittelexanthemen kénremphigusahnliche Antikdrper auftreten, die im
indirekten Immunfluoreszenztest mit der Interzelfslbstanz reagieren, jedoch in vivo keine Red#tibiesitzen und deshalb die fur Pemphigus typische
Blasenbildung nicht auslésen kdnnen. Im Biopsienedtdieser Patienten sind keine Immunglobulinabtaggen nachweisbar.

Achtung: Durch die Reaktivitat von Blutgruppenaitiern mit der Interzellularsustanz kann es zurdaiehten unspezifischen Anfarbung des Substrasriken.
So zeigen auch die negative Kontrolle sowie negeiieren eine leichte Fluoreszenz der Interzellitestanz. Um eine Probe als positiv zu beurteilarsaie
Fluoreszenz deutlich starker sein als bei der negaontrolle.

Interpretation der Ergebnisse:

1. Referenzbereich und Spezifitat:

Referenzbereiche kénnen bei der Befundinterpretagioe Orientierungshilfe darstellen. Referenziolieigeben an, welche Messwerte (Titer, Extinkthm)
gesunden Normalpersonen zu erwarten sind. Refegegizhe sind eine statistische Gré3e und konnéblréingigkeit von der Zusammensetzung des untersacht
Kollektivs (Alter, Geschlecht, Geographie) sowieAibhangigkeit von der jeweiligen Messmethode diéiem. Zwischen Kranken und Gesunden besteht
messtechnisch generell keine scharfe Grenze, vieliseder Ubergang meist flieRend.

Definitionsgemaf umfasst der Referenzbereich nts 88s gemessenen Konzentrationsbereichs. 5% derdgs Personen des untersuchten Kollektivs liegen
demnach aufRerhalb des Referenzbereiches ohne Zuasgin.

Ein innerhalb des Referenzbereiches liegendes kaipelonis schlielt daher eine Krankheit nicht sielust Ein auRerhalb liegendes Ergebnis ist furaiieine kein
zwingender Beweis fur eine Krankheit.

Untersuchung von gesunden Blutspendetn

Basierend auf der Auswertung von gesunden Blutsggrarich Alter zwischen 22 und 40 Jahren aus allélef®eutschlands sowie Belgien, Danemark, Frachrei
Griechenland, GroRbritannien, Holland, Irland,i¢ia) Luxemburg, Polen, Portugal, Osterreich unch@&seawurden fiir den Biognost&HA IFT folgende
Referenzbereiche ermittelt.

AHA BM

Anzahl der Blutspender: 284

Referenzbereich (Titerbereich): <2 - 2

Messwerte oberhalb des Referenzbereiches: Anzahl: 1

Mittlerer Durchseuchungstiter: 1

Serumverdiinnung fiir Screening (Vorschlag): 1.2 dder

Empfehlung: die Seren werden zum Screenen 1:2 oder 1:5, itriar@&n gemaf 1:4, 1:8, 1:16 etc. oder 1:10, 11240 etc. mit PBS Puffer verdiinnt, sofern die
regionalen Referenzbereiche mit den von Bios® besten Werten Ubereinstimmen.

AHA ICS

Anzahl der Blutspender: 286

Referenzbereich (Titerbereich): <2 - 5

Messwerte oberhalb des Referenzbereiches: Anzahl: 4

Mittlerer Durchseuchungstiter: 1

Empfehlung: die Seren werden zum Screenen 1:2 oder 1:5, dtriarén geman 1:4, 1:8, 1:16 etc. oder 1:10, 11240 etc. mit PBS Puffer verdiinnt, sofern die
regionalen Referenzbereiche mit den von Bios® besten Werten libereinstimmen.

Spezifitat:

Nach der Ermittlung des Referenzbereiches kandidgnostische Spezifitdt des Assays daraus abetelegrden.

Die Spezifitat eines Tests gibt an, wie viel Praz#sr Gesunden ein ,normales” Testergebnis halrgh(ig negativ*). Die Anzahl aller Gesunden entispt der
Summe aus ,richtig negativ* und ,falsch positiv*.

Die diagnostische Spezifitat wird gemaR folgendemtel definiert:
Anzahl richtig Negative

Anzahl richtig Negative
+ Falsch Positive

Spezifitat= x 100 %

Beim Biognost® AHA IFT ergibt sich fur AHA BM einBpezifitat von 100% und fir AHA ICS von 99%.

2. Sensitivitat

Untersuchung von erkrankten Personen:

Die Sensitivitat eines Tests gibt an, wieviel Prazger Kranken ein pathologisches Testergebnisrhghbehtig positiv*). Die Anzahl aller Erkrankteentspricht der
Summe aus ,richtig positiv* und ,falsch negativ“.

AHA BM

Anzahl der Patienten: 42

Messergebnisse (Titer): 64 — 32000

Messwerte unterhalb des Referenzbereiches: Anahl:
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AHA ICS

Anzahl der Patienten: 15

Messergebnisse (Titer): 256 - 1024

Messwerte unterhalb des Referenzbereiches: Anahl:

Die diagnostische Sensitivitat wird gemag folgerfeemel definiert:
Anzahl richtig Positive

Anzahl richtig Positive +
Falsch Negative

Sensitivitat= x 100 %

Beim Biognost® AHA IFT ergibt sich fur AHA BM undif AHA ICS jeweils eine Sensitivitat von 100%.

Beim Biognost® AHA IFT kann bei Vorliegen entspredkder Symptome jede spezifische Fluoreszenz aeftgikrankung hindeuten. Gegebenenfalls sollte das
Serum auch noch unverdiinnt untersucht werden.

Obige Werte sollten in den einzelnen Labors kiitisberprift werden. Jedes Labor sollte eigene @tenmnter Einbeziehung der regionalen Besond&hei
definieren. Vor allem bei Kindern, Senioren und iomgeschwéachten Patienten sollte mit niedrigerem®itern gearbeitet werden.
Statistische Auswertungen kénnen bei Fallzahleernui® 000 ungenau sein.
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