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Radialer Immundiffusionstest zur quantitativen Bestimmung
zirkulierender Immunkomplexe im menschlichen Serum

1 Einleitung

Die Bildung von Immunkomplexen gehort zu einer normalen Immunantwort. Das
Persistieren erhohter Spiegel zirkulierender Immunkomplexe (CIC) ist jedoch
charakteristisch fiir viele pathologische Zustande, insbesondere der Serumkrankheit
[1], SLE [2], der rheumatoiden Arthritis [3]. Wahrscheinlich ist die Rolle der
Immunkomplexe in der Pathogenese einiger Formen der Glomerulonephritis im
Zusammenhang mit einer Autoimmunkrankheit oder als Folge einiger viraler,
bakterieller und parasitarer Infektionen [4]. Sofern sich die Immunkomplexe in den
Blutgefalwanden absetzen, kann es zur schrittweisen Entwicklung einer Entziindung
kommen, insbesondere in den Nieren, im Herzen und in der Haut,. In zahlreichen
Studien wurde die Korrelation zwischen den klinischen Symptomen und dem Spiegel
der Immunkomplexe nachgewiesen [5, 6, 7]. Die Bestimmung der Immunkomplexe
ist daher ein wichtiges Hilfsmittel fir die Diagnostik und die Therapie. Zur
Bestimmung der Immunkomplexe wurden zahlreiche Methoden beschrieben [8].

Die radiale Immundiffusion (RID) ist eine einfache und zuverlassige In-vitro-Methode
zur Bestimmung der CIC im menschlichen Serum. Sie umfasst zwei Stufen: Die
Fallung (Prazipitation) mit Polyethylenglycol (PEG) und die anschliefende
Charakterisierung und Quantifizierung der Immunkomplexe im Prazipitat durch die
einfache radiale Immundiffusion (SRID).

Die RID-CIC-Kits der Firma TestLine wurden fir die Verwendung in klinischen
Routinelabors entwickelt. Sie sind weder zeitaufwendig noch stellen sie Anspriiche
an eine spezielle Laborausristung.

2 Testprinzip

Der Test basiert auf der Erkenntnis, dass die CIC bei Vorhandensein von PEG
prazipitieren [9, 10]. Es koprazipitiert lediglich ein geringflgiger Teil freier
Komponenten des Serums, gewohnlich etwa 0,5 bis 1 % [11]. Nach dem Waschen
werden die Immunkomplexe geldst und mittels der radialen Immundiffusion auf den
Gehalt an IgA, 1gG, IgM sowie auf die Komponenten des Komplements C1lg und C3c
analysiert [12, 13].Fur diese Analyse wurden RID-Platte mit einem geringen
Konzentrationsniveau entwickelt, sodass eine lineare Abhangigkeit zwischen dem
Quadrat des Durchschnitts der Prazipitationskreise und der Konzentration der
festgelegten Komponenten in den Immunkomplexen erreicht wird. Es wird eine
Farbung in geringer Konzentration verwendet, die keinerlei Entfarben erfordert.
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3 Bestandteile des Kits

| PLATE IgA |

RID Platte IgA 2 Stck.

Platte mit einer Schicht Agarose, die ein tierisches
Antiserum gegen menschliches IgA enthalt, 1 x 16 Rinnen

| PLATE 1gG |

RID Platte IgG 2 Stck.

Platte mit einer Schicht Agarose, die ein tierisches
Antiserum gegen menschliches IgG enthalt, 1 x 16 Rinnen

PLATE IgM |

RID Platte IgM 2 Stck.

Platte mit einer Schicht Agarose, die ein tierisches
Antiserum gegen menschliches IgM enthalt, 1 x 16 Rinnen

PLATE C3c|

RID Platte C3c 2 Stck.

Platte mit einer Schicht Agarose, die ein tierisches
Antiserum gegen menschliches C3c enthalt, 1 x 16 Rinnen

PLATE C1q|

RID Platte Clq 2 Stck.

Platte mit einer Schicht Agarose, die ein tierisches
Antiserum gegen menschliches C1q enthalt, 1 x 16 Rinnen

CONTROL] + |

NHS-Kontrollserum 1x0,5ml

Menschliches Serum mit einem Gehalt an IgA, IgG, IgM,
C3cund Clq, stabilisiert durch Rinder-Aprotinin

PRECIPITANT|

PEG-Fallungslosung 1x7,5ml

12 % Losung PEG in NaCl Barbiturat-Puffer,
gebrauchsfertig

Waschlosung 1x75ml
2 % Losung PEG in NaCl Barbiturat-Puffer, gebrauchsfertig

Verdiinnungslosung 1x42ml

NaCl Barbiturat-Puffer (pH 7), gebrauchsfertig

COLOUR

Farbungslosung 1x70 ml

L6sung Coomassie® Blue (1.6 g/l), gebrauchsfertig

RID Ableselineal 1 Stck.
Konversionstabelle 2 Stck.
Arbeitsanweisung 1 Stck.
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4 Erforderliche, nicht im Kit enthaltene Gerate und Materialien
Einkanalpipetten

Einmalspitzen

Reagenzglas fir 4 ml

Vortex Schittler

Gekuhlte Zentrifuge (1500G)

Temperiertes Wasserbad (37°C)

5 Lagerung und Haltbarkeit des Kits

Das Kit muss bei einer Temperatur von +2°C bis +8°C gelagert werden.
Immundiffusionsplatte sind wahrend der Lagerung in einer Kunststoffverpackung in
horizontaler Lage mit dem Boden nach oben zu lagern. Bei Einhaltung der
Lagerungsbedingungen gilt das auf der Verpackung des Kits angegebene
Haltbarkeitsdatum. Das Kit darf nicht einfrieren! Der angebrochene Kit sollte
innerhalb von drei Monaten verbraucht werden.

Proben und ihre Lagerung

Die Methode kann nur mit dem Serum angewendet werden. Plasma darf nicht
verwendet werden. Entnehmen Sie 5 bis 10 ml vendses Blut in ein steriles
Reagenzglas und lassen Sie es mehrere Stunden koagulieren.

Vor der Separation des Serums muss die Koagulation beendet sein. Lagern Sie die
Seren bei +2°C bis +8°C maximal 7 Tage. Ist dies nicht moglich, sind die Seren rasch
einzufrieren und bei Temperaturen unter -70°C aufzubewahren. Die CIC-Spiegel
kénnen nach dem Gefrieren etwas sinken. Vermeiden Sie wiederholtes Gefrieren
und Auftauen.

Bei einigen pathologischen Seren kann es bei der Aufbewahrung im Kihlschrank zur
Ausfallung (Gerinnung) der Kryoglobuline kommen [14]. Ob es sich auch um CIC
handelt, kann nur auf der Grundlage einer weiteren komplexen immunologischen
Untersuchung entschieden werden. Bakteriell kontaminierte, hamolytische, chylése
Proben sowie Proben mit einem Gehalt des rheumatoiden Faktors konnen Einfluss
auf das Testergebnis haben.
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6

6.1

Testdurchfiihrung

Vorbereitung und Verdiinnung des NHS-Kontrollserums

Mischen Sie die Verdlinnungslosung schonend vor der Verwendung.

Das

grindlich gemischte NHS-Kontrollserum verdiinnen Sie mit der

Verdlinnungsldsung:

10.

Fir die Platte C1qg verdiinnen Sie im Verhaltnis 1:4

z. B.: 10 ul NHS-Kontrollserum und 30 pl Verdliinnungslosung
Fir die Platte IgM verdiinnen Sie im Verhaltnis 1:25

z. B.: 10 pl NHS-Kontrollserum und 240 ul Verdiinnungslosung
Flr die Platte IgA, IgG, C3c verdiinnen Sie im Verhaltnis 1:50
z. B.: 10 pul NHS-Kontrollserum und 490 pl Verdliinnungslosung

Prazipitation der Immunkomplexe
Pipettieren Sie 500 ul griindlich gemischter Seren in die Reagenzglaser.
Geben Sie in jedes Reagenzglas 100 ul Fallungslosung und mischen Sie gut.
Inkubieren Sie bei +2°C bis +4°C fiir die Dauer von 1 bis 3 Stunden.

Zentrifugieren Sie bei 1500G bei einer Temperatur von +2°C bis +4°C fir die
Dauer von 20 Minuten.

Dekantieren Sie den Uberstand, drehen Sie das Reagenzglas um und gieRen den
Rest an den Wanden des Reagenzglases auf ein Filterpapier.

Geben Sie 2 ml gekiihlte Waschlosung (+2°C bis 4°C) hinzu und resuspendieren
Sie durch Schitteln auf einem Vortex-Schittler.

Zentrifugieren Sie bei 1500G bei einer Temperatur von +2°C bis +4°C fir die
Dauer von 20 Minuten.

Entfernen Sie den Uberstand und lassen Sie die Reste an den Wé&nden des
Reagenzglases auf Filterpapier gut abtropfen.

Resuspendieren Sie das Prazipitat unter Verwendung des Vortex-Schittlers in
500 pl Verdiinnungslésung.

Geben Sie die Reagenzglaser fur 30 Minuten ins Wasserbad (37°C). Grindlich
mischen!

Nun sind die Proben fir die eigentliche Analyse durch radiale Immundiffusion bereit.
Sollte die Durchfiihrung der RID nicht gleich moglich sein, konnen die so
vorbereiteten Proben bei +2°C bis +8°C fiir die Dauer von 1 bis 2 Tagen aufbewahrt
werden (vor dem Pipettieren der Proben auf das RID-Platte sind die Proben im
Wasserbad zu temperieren — siehe Punkt 10, 6.2 Prazipitation der Immunkomplexe).

Hinweis
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Prazipitation, Zentrifugieren und Waschen der Proben sollten bei +2°C bis + 4°C
durchgefihrt werden. Sofern dieser Temperaturbereich nicht eingehalten wird,
konnen die getesteten Proben inkorrekte Ergebnisse ausweisen.

6.3 Radialer Immundiffusionstest

1. Nehmen Sie die Platten aus den Kunststoffbeuteln. Nehmen Sie die Kappen ab
und lassen Sie die Platte etwa 15 Minuten bei Labortemperatur gedffnet, damit
aus den Rinnen eventuelles Kondensationswasser verdampft.

2. Nehmen Sie die Reagenzgldaser mit den Proben aus dem Wasserbad und
schitteln Sie sie mit dem Vortex-Schitteler kurz durch.

3. Pipettieren Sie 20 pl NHS-Kontrollserum in einer dem Plattentyp entsprechenden
Verdinnung (siehe 6.1 Vorbereitung und Verdinnung des NHS-Kontrollserums)
in die Rinne 1.

4. Pipettieren Sie 20 ul der Proben in die Rinnen 2 bis 16.

5. Setzen Sie die Kappe fest auf und lassen Sie die Platte bei Labortemperatur auf
einer absolut horizontalen Oberflache fiir die Dauer von 48 Stunden inkubieren.

6. Auch wenn die Prazipitationskreise friher sichtbar werden, ist die
Inkubationsdauer einzuhalten.

6.4 Farben der Platte und Ablesen der Ergebnisse

Die RID-Kits sind so konzipiert, dass die Moglichkeit besteht, den Durchmesser des
Prazipitationsrings gegen einen dunklen und beleuchteten Hintergrund in 48
Stunden auch ohne Farben abzulesen. Dieser Umstand ermoglicht eine
Vereinfachung der Laborarbeit. Das Kit kann schrittweise verarbeitet und fir die
Untersuchung alle 16 Rinnen verwendet werden. Nach dem Farben der Platte sind
die Rinnen ohne Probe dauerhaft entwertet.

e Die Platten IgA, 1gG, C3c liefern sehr gut sichtbare (Prazipitations-)Ringe ohne
Farben. Das Farben dieser Platte wird nicht empfohlen.

e Die Platte Clq liefert schlechter sichtbare Ringe. Das Farben wird nicht
empfohlen, da sich die Sichtbarkeit nach dem Farben noch verschlechtern kann.

e Die Platte IgM liefert schlechter sichtbare Ringe. Die Abgrenzung des
Prazipitationskreises ist nach dem Farben besser sichtbar. Das Ergebnis kann
sowohl vor, als auch nach dem Farben abgelesen werden.

Sofern die Platte nicht gefarbt wird, verfahren Sie gemaR 6.4.2 Ablesen der
Ergebnisse.

6.4.1 Farben der Platte

1. Geben Sie auf jede Platte 4 ml Farbelosung und lassen sie das Ganze 10 Minuten
stehen. GielRen Sie die Losung ab und spulen Sie die Platten zum Entfernen der
Uberschussigen Farbel6sung kurz mit Leitungswasser ab.

21.10.2015 7/16 version 3



RID CIC Profiling kit (5 x 32) m

2. Lassen Sie die Platte weitere 30 Minuten stehen. Hierdurch verbessert sich die
Scharfe der Prazipitationsringe.

6.4.2 Ablesen der Ergebnisse

Lesen Sie die Durchmesser der grof3ten Ringe mit markantem Rand mithilfe des
unter die Platte geschobenen Lineals ab. Beobachten Sie gegen einen weilden
Hintergrund. Ringe mit einem Durchmesser von 5 bis 9,5 mm werden als valide
erachtet.

Bei einigen Proben kann sich rund um die Rinne ein weiterer kleiner, intensiv
gefarbter Ring bilden, dessen Durchmesser gewohnlich 5 mm nicht Gberschreitet.
Hinweis

Die Sichtbarkeit des Prazipitationsrings verbessert sich, wenn die Platte ohne
Abdeckung vor dem Ablesen der Ergebnisse fir die Dauer von 2 bis 4 Stunden bei
Labortemperatur belassen wird. Dies ist insbesondere bei Clg- und IgM-Platte
wichtig, bei denen Sichtbarkeit der Prazipitationsringe schlechter als bei IgA-, IgG-
und C3c-Platten ist.

7 Testvaliditat
Der Test ist gliltig, wenn:

der Durchmesser des Prazipitationsringes des NHS-Kontrollserums fir die einzelnen
Platte im erlaubten Bereich liegt, wie in der Tabelle (Tabelle 1) beschrieben.

Tabelle 1 Erlaubter Bereich des Durchmessers des Prazipitationsringes des NHS-
Kontrollserums

Plattentyp Erlaubter Bereich (mm)
IgG 5,50 bis 9,50
IgM 5,50 bis 9,50
IgA 5,50 bis 9,50
C3c 5,50 bis 9,50
Clqg 5,50 bis 9,50

Sofern der Durchmesser des Prazipitationsringes des NHS-Kontrollserums im
angebenen Bereich liegt, zeugt dies von der korrekten Funktion der Platte, sodass
flir die Berechnung der Konzentration der einzelnen EiweiBkomponenten der
Immunkomplexe die Konversionstabelle verwendet werden kann.
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8 Auswertung der Ergebnisse

Auswertung der Ergebnisse

e Konvertieren Sie die abgelesenen Durchmesser in die Konzentration der
jeweiligen Komponenten unter Verwendung der Konversionstabelle.

e Ringdurchmesser iber 9,5 mm sind von der Bewertung auszuschlieRen, da sie
den Kalibrierungsbereich Uberschreiten. Die Untersuchung muss mit einer
starker verdiinnter Probe wiederholent werden.

Berechnung des Spiegels der einzelnen CIC-Komponenten

Der Spiegel der einzelnen Komponenten der Immunkomplexe kann als Prozentsatz
der Gesamtkonzentration der jeweiligen Komponente im Serum nach folgendem
Verhaltnis ausgedriickt werden:

Konzentration im CIC (pug/ml)

Konzentration der Inmunokomplexkomponente = — % 100 [%]
Konzentration im Serum (g/I) x 1000

Die Tabelle der CIC-Werte (Tabelle 2) wurde auf der Grundlage einer Studie mit 500
zufallig ausgewahlten, gesunden englischen Blutspendern erstellt (die gesamte
Studie steht unter www.testlinecd.com/RID zur Verfiigung). Sie zeigt Unterschiede,
die dem Alter und dem Geschlecht zuzurechnen sind. Die angefiihrten Grenzen
reprasentieren das 95%-Konfidenzintervall. Diese Tabelle ist jedoch nur als Leitfaden
zu betrachten. Jedes Labor sollte sich eine eigene Tabelle der Referenzwerte
erstellen, welche die Besonderheiten der lokalen Population widerspiegelt.

Tabelle 2 Werte CIC in der Gruppe gesunder Blutspender im Alter von 15 bis 64
Jahren

Konzentration Gesamtkonzentration
CIC Komponente

(ng/ml) im Serum [%)]
IgG 14 bis 147 0,13 bis 1,11
IgA 3 bis 25 0,13 bis 1,49
lgM 10 bis 93 0,58 bis 3,98
C3c 5 bis 35 0,36 bis 2,68
Clq 18 bis 105 12 bis 84

Interpretation der Ergebnisse

e Seren von Patienten mit CIC-Immunglobulin-Spiegeln (iber dem oberen
Grenzwert der lokalen Normalwerte konnen als abnormal erachtet werden.
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Seren mit erhéhten Spiegeln nur einzelner Komplement-Komponenten des CIC
sind nicht positiv..

e Erhohte CIC-Spiegel sind mit Vorsicht zu interpretieren. Immunkomplexe missen
nicht notwendigerweise ein relevanter pathogener Faktor jener Krankheit sein,
wegen derer die Untersuchung durchgefiihrt wurde. Dennoch gilt: Sind CIC
vorhanden, speziell bei Patienten mit Anzeichen von Komplement-Depletion, ist
ihrer moglichen Rolle in entziindlichen Prozessen Aufmerksamkeit zu widmen.

9 Arbeitssicherheit
Der Test ist nur fiir Diagnosezwecke in vitro vorgesehen.

Die bei der Fertigung der Kontrollen verwendeten Seren wurden mit negativem
Ergebnis auf HIV 1 und HIV 2, HBsAg, HCV, TPHA untersucht. Dennoch ist es
erforderlich, mit den Seren so umzugehen, als seien sie potentielles
Infektionsmaterial.

Alle Komponenten enthalten das giftige Natriumazid. Vermeiden Sie Hautkontakt.

In gut verschlossener Originalverpackung aufbewahren. Es ist notwendig, die
ortlichen Arbeitsschutzbestimmungen einzuhalten.

Erste-Hilfe-MaRRnahmen

Spillen Sie bei Augenkontakt lhre Augen grindlich mit lauwarmem Wasser und
suchen Sie einen Arzt auf. Entledigen Sie sich bei Kleidungs- und Hautkontakt
samtlicher kontaminierter Kleidung. Spiilen Sie die Haut grindlich mit Wasser und
Seife ab. Desinfizieren Sie die Haut, sofern Spritzer einer Losung, die Plasma oder
eine klinische Probe enthalt, auf diese gelangen. Spiilen Sie bei zufilligem Verzehr
Ihren Mund mit Trinkwasser aus und nehmen Sie arztliche Hilfe in Anspruch.

Resteentsorgung

Samtliche zur Testdurchfihrung verwendeten Hilfsmittel sind hinsichtlich des
Kontakts mit biologischem Material als potentiell infektids zu betrachten. Deshalb
sind sie als biologischer Abfall zu entsorgen.

Entsorgung des Kits nach Ablauf der Haltbarkeitsdauer

Zerlegen Sie das Kit in seine einzelnen Komponenten und entsorgen Sie diese als
biologisches Material. Entsorgen Sie die Verpackungen und Verpackungsreste
gemal den ortlichen Vorschriften als sortierten Abfall.

10 Technische Anmerkungen

Um zuverldssige Ergebnisse zu erzielen, ist die genaue Einhaltung der Anleitung
notwendig. Verwenden Sie bei der Arbeit stets Hilfsmittel hochsten
Sauberkeitsgrades. Bevorzugen Sie Hilfsmittel fiir den einmaligen Gebrauch.
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1. Die Platten sind nur fir die Detektion und die Quantifizierung der
Immunkomplexe bestimmt und dirfen nicht fir andere Zwecke verwendet
werden.

2. Die Antiseren in den Immundiffusionsplatten stammen vom Schaf, von der Ziege
und vom Kaninchen.

3. Nicht nachvollziehbaren Ergebnissen kénnen durch methodische Fehler
verursacht sein. Beachten Sie deshalb folgende Richtlinien:

e die genaue Pipettierung der Proben und des NHS-Kontrollserums in die Rinnen.

e Prazipitation, Zentrifugieren und Waschen der Proben sollten bei +2°C bis + 4°C
durchgefihrt werden. Sofern dieser Temperaturbereich nicht eingehalten wird,
konnen die getesteten Proben inkorrekte Ergebnisses liefern. Temperaturen
Uber +4°C erhohen das Risiko, dass ein Teil der CIC nicht prazipitiert (nicht gefallt
wird). Die getesteten Proben kdnnen somit geringere Werte als die tatsachlichen
CIC-Spiegel ausweisen.

e Halten Sie die Bedingungen der Zentrifugation (mehr als 1500G) firr die perfekte
Separation des Prazipitats ein. Die Verwendung einer geringeren Drehzahl
(geringere Zentrifugalkraft) beim Zentrifugieren hat zur Folge, dass ein Teil der
CIC des Prazipitats im Uberstand verbleibt. Die getesteten Proben kdnnen somit
geringere Werte als die tatsachlichen CIC-Spiegel ausweisen.

Da in Labors verschiedene Typen von Zentrifugen mit unterschiedlichen
Durchmessern der Rotoren verwendet werden, Uberprifen Sie, ob die
Zentrifuge die erforderliche Drehzahl (Zentrifugalkraft 1500G) erreicht.

e Berechnung der Zentrifugalkraft

Zentrifugalkraft [G] = 1,118 x 10° x [r] x [Upm]?

e Berechnung der Umdrehungen pro Minute

1500
1,118 x 10° x [r]

Umdrehungen pro Minute [Upm] =

[Upm] = Umdrehungen pro Minute

[r] = Entfernung von der Mitte des Rotors bis zum Boden des Reagenzglases

e Der Uberstand ist vollkommen zu entfernen.

e Halten Sie die vorgeschriebene Menge und die Temperaturen der Waschlosung
ein.

e Stellen Sie sicher, da das Prazipitat vollstandig resuspendiert wurde.
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4. Bei richtiger Ausfihrung kann die Reproduzierbarkeit der Bestimmung (Inter—
Assay) mit dem Variationskoeffizienten £10 % erreicht werden.

Das Kit kann in mehrere Tests aufgeteilt werden. Entnehmen Sie zur Vorbereitung
der Arbeitslosungen nur so groBe Mengen Reagenzien, wie fir die Analyse
notwendig sind.

Bei Nichteinhaltung des Arbeitsverfahrens haftet der Hersteller nicht fiir die
korrekte Funktion des Kits.
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Wichtige Empfehlungen

Symbol  Beachten Sie die nachfolgenden Empfehlungen

H Auswahl der Proben
Nur Serum

Verdinnen Sie das NHS-Kontrollserum mittels der
Verdiinnungslosung fur die Platte:

. e Clqgim Verhaltnis 1:4
e IgMim Verhaltnis 1:25
e |IgA, IgG, C3c im Verhaltnis 1:50

Zentrifugieren des CIC-Prazipitats

e Temperatur (max. +4°C)

e Zeit (20 Minuten)

e Halten Sie die Zentrifugalkraft von 1500G ein

Achtung, die Zentrifugalkraft nicht mit der Drehzahl
verwechseln! Berechnung siehe 10 Technische Anmerkungen
oder www.testlinecd.com/RID

®

J/4°C Prazipitation, Zentrifugieren und Waschen der Proben bei
2°C +2°C bis + 4°C

Pipetieren Sie 20 pl NHS-Kontrollserums und Proben

Inkubation der Platte mit den Proben 48 Stunden bei
Labortemperatur

(D)

Farbung der Platte:
e |gA, IgG, Clq, C3c — Farbung der Platten ist nicht erforderlich
/Il

e IgM —die Platte konnen gefarbt werden
siehe 6.4 Farben der Platte und Ablesen der Ergebnisse

Ablesen der Ergebnisse

e Ablesen erst nach Ablauf der vorgeschriebenen
ll Inkubationsdauer von 48 Stunden

e Die Sichtbarkeit der Prazipitationsringe verbessert sich durch
das Abnehmen der Plattenabdeckung 2 Stunden vor dem
Ablesen
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