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Arbeitsanleitung IDK® DAO-ELISA

1. VERWENDUNGSZWECK

Der hier beschriebene Assay ist fur die Bestimmung von Diaminoxidase (DAO) in Se-
rum geeignet. Nur zur in-vitro-Diagnostik.

2. EINLEITUNG

Die Diaminoxidase (DAQ) ist das entscheidende kdrpereigene Abbauenzym fiir His-
tamin. Obwohl DAO praktisch im gesamten Kérper vorkommt, ist der Darm ihr wich-
tigster Wirkungsort. Die enzymatische Aktivitdt der DAO bestimmt die Abbauge-
schwindigkeit des Histamins. Liegt ein DAO-Mangel bzw. eine -Hemmung vor, kann
der Organismus mit der Nahrung aufgenommenes oder aus koérpereigenen Zellen
freigesetztes Histamin nicht rasch genug abbauen und es treten die Symptome einer
Histamin-Intoleranz auf. Millionen von Menschen leiden nach dem Genuss bestimm-
ter Nahrungsmittel unter Beschwerden wie Magen-Darm-Problemen, Migréne, Rei-
zungen der Nasenschleimhaut, sowie anderen allergiedhnlichen Symptomen. Zuviel
Histamin im Korper kann fiir dieses umfangreiche Beschwerdebild verantwortlich
sein.

Eine Bestimmung der DAO-Konzentration in Serum (K 8510) zusammen mit einer
Bestimmung der DAO-Aktivitat (K 8220 DAO REA) stellt einen geeigneten Marker fiir
die Differentialdiagnostik der Histamin-Intoleranz und damit assoziierter Krankheits-
bilder dar.

Unser IDK® DAO-ELISA bestimmt die Konzentration der Diaminoxidase in Serum.

Indikationen

« Haufige Kopfschmerzen oder Migréne

« Schnupfen nach dem Genuss histaminhaltiger Nahrungsmittel
+ Gewebeddeme

« Schwellung der Augenlider

« Hautrétungen

+ Gliederschmerzen

« Magen-Darm-Beschwerden

« Uberwachung einer histaminfreien Diit
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3. INHALT DERTESTPACKUNG

K 8510 PLATE Mikrotitermodul, vorbeschichtet 12x8
Vertiefungen
K 8510 WASHBUF Waschpufferkonzentrat, 5x 4x100ml
Kalibrator, lyophilisiert
K8510 CAL (Konzentration der Spezifikation 4x 1 vial
entnehmen)
Kontrolle, lyophilisiert
K 8510 CTRL1 (Bereich der Spezifikation entneh- 4x 1 vial
men)
Kontrolle, lyophilisiert
K 8510 CTRL2 (Bereich der Spezifikation entneh- 4x 1 vial
men)
K 8510 AB DetektlonsaptlIforperkonzentrat, 1% 200
biotinyliert
Konjugatkonzentrat,
K8510 CONJ peroxidasemarkiert (Streptavidin) 1x 2000l
Verdiinnungspuffer fir AB und
K8510 ABBUF CONJ, gebrauchsfertig 1x50m|
K8510 | SAMPLEBUF Probenverdinnungspuffer, 1x50ml
gebrauchsfertig
K 8510 SUB Substrat (Tetramethyllpenmdm), 1x15ml
gebrauchsfertig
K 8510 STOP Stopplosung, gebrauchsfertig 1x15ml

Flr Nachbestellungen von Einzelkomponenten verwenden Sie als Bestellnummer die Artikel-
nummer gefolgt von der Bezeichnung.

4. ERFORDERLICHE LABORGERATE UND HILFSMITTEL

« Laboriibliche Reaktionsgefdl3e aus Polypropylen (1,5ml)
« Laboriibliches Reaktionsgefaf3 (15ml)

+ Folie zum Abkleben der Mikrotiterplatte

+ Vortex-Mixer

+ Reinstwasser*
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« Thermoschdttler fur Mikrotiterplatten fiir 37°C (z.B. Modell Shake ID2 erhalt-
lich bei Immundiagnostik AG)
« Mikrotiterplattenphotometer (bendtigte Filter siehe Kapitel 7)

* Immundiagnostik AG empfiehlt die Verwendung von Reinstwasser nach 1SO 3696. Es han-
delt sich dabei um Wasser des Typs 1, welches frei von ungelésten und kolloidalen lonen und
organischen Molekdlen ist (frei von Partikeln >0,2um) mit einer elektrischen Leitfahigkeit von
0,055 pS/cm bei 25°C (= 18,2 MQcm).

5. LAGERUNG UND VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

- Bitte achten Sie bei mehrfachem Einsatz des Kits darauf, dass die Reagenzi-
en wie auf dem Etikett angegeben gelagert und nur die fiir den jeweiligen
Ansatz benétigten Reagenzienmengen frisch angesetzt werden. Der Kit
kann so bis zu 4 x je nach Probenaufkommen bis zum angegebenen Haltbar-
keitsdatum verwendet werden.

- Reagenzien mit einem Volumen kleiner 100 pl sollten vor Gebrauch kurz an-
zentrifugiert werden, um Volumenverluste zu vermeiden.

+ Vorbereitung des Waschpuffers: Das Waschpufferkonzentrat (WASHBUF)
muss vor Gebrauch 1:5 in Reinstwasser verdiinnt werden (200 ml WASHBUF
+ 800 ml Reinstwasser), gut mischen. Aufgrund des hohen Salzgehalts im
Konzentrat kann es zu Kristallbildungen kommen. Die Kristalle 16sen sich bei
Raumtemperatur bzw. im Wasserbad bei 37 °C auf. Das WASHBUF kann bei
2-8°C bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum aufbewahrt werden. Der
Waschpuffer (1:5 verdliinntes WASHBUF) ist 1 Monat bei 2-8°C in einem ge-
schlossenen Gefal haltbar.

Achtung:
Dieser WASHBUF ist ausschlieBllich fiir den IDK® DAO-ELISA geeignet. Kri-
stalle im WASHBUF vor der Verdiinnung griindlich l6sen.

- Der lyophilisierte Kalibrator (CAL) und die lyophiliserten Kontrollen
(CTRL) sind bei 2-8 °C bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum verwendbar.
CAL und CTRL werden mit 500 pl Probenverdiinnungspuffer (SAMPLEBUF)
rekonstituiert und kurz geschwenkt, um eine vollstandige Rekonstitution zu
gewahrleisten. Sie werden zum Lésen 10 Minuten stehen gelassen und an-
schlieBend griindlich gemischt. Kalibrator und Kontrollen (rekonstituierter
CAL und rekonstitiuierte CTRL) sind nicht stabil und kénnen nicht gelagert
werden.

+ Als Leerwert (Blank) werden 100 pl Probenverdiinnungspuffer (SAMPLE-
BUF) pipettiert.
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- Vorbereitung des Konjugats und Detektionsantikorpers: Das Konjugat-
konzentrat (CONJ) und das Detektionsantikorperkonzentrat (AB) werden
unmittelbar vor Gebrauch 1:101 in Verdiinnungspuffer verdinnt (100 pl
CONJ + 10ml ABBUF), (100 ul AB + 10 mI ABBUF). Das CONJ und das AB sind
bei 2-8°C bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum stabil. Konjugat (1:101
verdiinntes CONJ) und Detektionsantikorper (1:101 verdiinntes AB) sind
nicht stabil und konnen nicht gelagert werden.

« Alle anderen Testreagenzien sind gebrauchsfertig und, bei 2-8°C gelagert,
bis zum angegebenen Verfallsdatum (siehe Etikett) verwendbar.

6. PROBENLAGERUNG UND -VORBEREITUNG

Probenlagerung und -stabilitdit
Lagerung bei Raumtemperatur (15-30°C): 4 Tage

Lagerung bei 2-8°C: 9 Tage
Lagerung bei-20°C: 6 Monate
Probenvorbereitung

Serumproben werden vor dem Einsatz im Test 1:5 verdiinnt, z. B.:
50 pl Probe + 200 pl Probenverdiinnungspuffer (SAMPLEBUF), gut mischen.
100 pl der Verdiinnung werden pro Vertiefung im Test eingesetzt.

7. TESTDURCHFUHRUNG

Testprinzip

Der Test basiert auf der Sandwich-ELISA Technik. Es werden polyklonale Antikorper,
die gegen die rekombinante DAO generiert wurden, verwendet.

Kalibrator, Kontrollen und verdiinnte Patientenproben, die auf DAO zu untersu-
chen sind, werden in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte pipettiert, welche mit
einem polyklonalen Kaninchen-anti-DAO Antikdrper beschichtet sind. In diesem er-
sten Inkubationsschritt wird DAO aus der Probe von dem Primarantikdrper an die
Mikrotiterplatte gebunden. Dann wird ein polyklonaler mit Biotin markierter anti-
DAO-Antikorper zugegeben. Der nachste Schritt ist die Zugabe des Streptavidin-
POD-Konjugats und es bildet sich folgender Komplex an der Wand der Mikrotiter-
platte:

1. Antikdrper — DAO -biotinylierter Antikorper- - Streptavidin-POD-Konjugat
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Als Peroxidasesubstrat wird Tetramethylbenzidin (TMB) eingesetzt. Die Enzymreakti-
on wird durch Zugabe von Saure abgestoppt. Dadurch erfolgt ein Farbumschlag von
blau nach gelb. Die entstandene chromogene Verbindung wird photometrisch bei
450 nm gemessen. Die Intensitat der Farbe ist dem DAO-Gehalt direkt proportional.
Anhand eines mitgefiihrten Kalibrators und dessen Bezug zu einer chargenabhan-
gigen Musterkalibrierkurve lasst sich die Konzentration der Proben ermitteln.

Pipettierschema

Vor Gebrauch alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur (15-30°C) bringen,
gut mischen.

Markieren Sie die Positionen fir Kalibrator/Kontrollen/Leerwert/Proben im Proto-
koll-blatt.

Die benotigten Mikrotiterstreifen aus dem Kit nehmen. Nicht verwendete Mikrotiter-
streifen konnen in der gut verschlossenen Aluminiumverpackung bis zum angege-
benen Haltbarkeitsdatum bei 2-8°C gelagert werden.

Im Fall einer automatisierten Abarbeitung des Tests kdnnen automatenspezifische
Anpassungen der Prozedur notwendig sein, um den jeweiligen technischen Gege-
benheiten gerecht zu werden. Fiir Unterstiitzung und Riickfragen wenden Sie sich
bitte an lhren Anbieter oder Immundiagnostik AG.

Wir empfehlen, die Bestimmungen in Doppelwerten durchzufiihren.

Die Vertiefungen vor Gebrauch 5x mit je 250 ul Waschpuffer waschen.
1. | Nach dem letzten Waschschritt Reste von Waschpuffer durch Ausklopfen auf
saugfahigem Papier entfernen.

100 pl Kalibrator/Kontrollen/Leerwert/verdiinnte Proben in die jewei-
ligen Vertiefungen pipettieren

3. | Streifen abdecken und 2 Stunden bei 37 °C unter Schiitteln* inkubieren.

Inhalt der Vertiefungen verwerfen und 5x mit je 250 pl Waschpuffer wa-
4. | schen. Nach dem letzten Waschschritt Reste von Waschpuffer durch Ausklop-
fen auf saugfahigem Papier entfernen.

5. | 100 pl Detektionsantikorper (verdiinntes AB) in jede Vertiefung pipettieren.

6. | Streifen abdecken und 1 Stunde bei 37 °C unter Schiitteln* inkubieren.

Inhalt der Vertiefungen verwerfen und 5x mit je 250 ul Waschpuffer wa-
7. | schen. Nach dem letzten Waschschritt Reste von Waschpuffer durch Ausklop-
fen auf saugfahigem Papier entfernen.




Arbeitsanleitung IDK® DAO-ELISA

8. | 100 pl Konjugat (verdiinntes CONJ) in jede Vertiefung pipettieren.

9. | Streifen abdecken und 1 Stunde bei 37 °C unter Schiitteln* inkubieren.

Inhalt der Vertiefungen verwerfen und 5x mit je 250 pl Waschpuffer wa-
10. | schen. Nach dem letzten Waschschritt Reste von Waschpuffer durch Ausklop-
fen auf saugfahigem Papier entfernen.

11. | 100 pl Substrat (SUB) in jede Vertiefung pipettieren.

12. | 10-20 min** bei Raumtemperatur (15-30 °C) im Dunkeln inkubieren.

13.| 100 pl Stopplosung (STOP) in jede Vertiefung pipettieren, gut mischen.

Extinktion sofort im Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm gegen die
14. | Referenzwellenldnge 595 nm, 620 nm, 630 nm, 650 nm oder 690 nm. Ist keine
Referenzwellenldnge vorhanden, wird nur bei 450 nm gemessen.

* Wir empfehlen die Streifen bei 700 rpm (Umdrehungen pro Minute) mit einem Orbit von 2mm
zu schitteln.

** Die Intensitat der Farbentwicklung ist temperaturabhéngig. Es wird empfohlen, den Farbum-
schlag wahrend der Inkubationszeit zu beobachten und entsprechend der Farbentwicklung die
Reaktion zu stoppen.

8. ERGEBNISSE

Fir die Auswertung der Messwerte verwenden Sie bitte ein 4-parametrisches Logit-
Log Model unter Verwendung der Angaben zu dem Verlauf der Kalibrationskurve
sowie der optischen Dichte des Kalibrators (CAL), welche auf dem QC-Datenblatt der
jeweiligen Kitcharge zu finden sind.

Abhdngig von der verwendeten Software kann der Kalibrationskurvenverlauf so-
wohl durch die Parameter A,B,C und D als auch durch die Wertepaare aus Konzentra-
tion und optischer Dichte der Standards beschrieben werden.

Achtung: Die Parameterwerte miissen genau eingegeben werden, da selbst geringe
Abweichungen der Zahlenwerte zu massiven Stérungen der Auswertung fiihren
kénnen.

Nach jeder Auswertung sollte stets eine Kontrolle der Doppelwerte auf Plausibilitat
(,Ausreillerkontrolle”) durchgefiihrt werden; falls dies nicht durch das verwendete
Programm erfolgt, sollte diese der Operator durchfiihren.

Proben

Die ermittelten Ergebnisse werden mit dem Verdiinnungsfaktor 5 multipliziert, um
die tatsachlichen Konzentrationen zu erhalten.
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Sollte ein anderer Verdiinnungsfaktor verwendet worden sein, so ist die ermittelte
Konzentration mit dem verwendeten Verdlinnungsfaktor zu multiplizieren.

9. EINSCHRANKUNGEN

Proben mit Konzentrationen oberhalb des Messbereichs (Definition siehe unten)
mussen starker verdiinnt und erneut gemessen werden. Bitte beachten Sie diese
starkere Verdiinnung bei der Ergebnisberechnung.

Proben mit Konzentrationen unterhalb des Messbereichs (Definition siehe unten)
konnen nicht klar quantifiziert werden.

Die Obergrenze des Messbereichs ergibt sich aus:

héchste Konzentration der Kalibrierkurve x anzuwendender Probenverdiinnungs-
faktor

Die Untergrenze des Messbereichs ergibt sich aus:
LoB x anzuwendender Probenverdiinnungsfaktor
LoB siehe Kapitel ,Testcharakteristika”.

10. QUALITATSKONTROLLE

Immundiagnostik AG empfiehlt den Einsatz von externen Kontrollen flr die interne
Quialitatskontrolle, wenn maoglich.

Wir empfehlen, bei jedem Testansatz Kontrollen mitzumessen. Die Ergebnisse der
Kontrollen missen auf Richtigkeit tiberprift werden. Liegen eine oder mehrere Kon-
trollen auBBerhalb des angegebenen Bereiches, kann Immundiagnostik AG die Rich-
tigkeit der Messergebnisse nicht gewahrleisten.

Referenzbereiche
<3U/ml: HIT (Histaminintoleranz) anzunehmen
3-10U/ml: HIT wahrscheinlich
>10U/ml: HIT wenig wahrscheinlich

Umrechnungsfaktor: 1 U/ml =1,25ng/ml.
Wir empfehlen jedem Labor, einen eigenen Referenzbereich zu etablieren.
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Vergleich “Schwangere Frauen” und “Gesunde Kontrollen”

Zur klinischen Evaluierung haben wir Proben von Schwangeren im Vergleich zu Pro-
ben von augenscheinlich Gesunden untersucht. Der IDK® DAO-ELISA zeigt, wie er-
forderlich und erwartet, bei Schwangeren héhere Werte im Vergleich zu Gesunden.
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Heparinbehandlung

Aus der Literatur ist zu entnehmen, dass die DAO-Konzentration nach Heparingabe
ansteigt. Unsere Ergebnisse zeigen, dass nach der Gabe von Heparin bei gesunden
Probanden die DAO-Konzentration innerhalb von 30 Minuten im Vergleich zum Ba-
salwert stark angestiegen ist.

Behandlungsergebnis vor und nach Heparingabe
IDK® DAO-ELISA [U/ml]

VOR Gabe 30 min NACH 60 min NACH
Patient 1 76 219 -
Patient 2 55 152 -
Patient 3 2,5 277 622
Patient 4 18,9 621 555

Der IDK® DAO-ELISA bestimmt die Konzentration des Enzyms, wohingegen die
herkdmmlichen Histaminintoleranztests mit Putrescin oder Histamin als Substrate
die DAO-Aktivitat bestimmen. Daher ist es nicht zwangslaufig eine Korrelation mit
einem Koeffizienten r > 0,8 zu erwarten. Dies vor dem Hintergrund, dass die Aktivitat
nicht nur von der Anzahl der Molekile abhangt, sondern Kofaktoren wie Vitamin C,

9
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Vitamin B6, Kupfer und Manganionen fiir die DAO Aktivitat in vitro und in vivo mitent-
scheidend sind. Daher empfehlen wir bei der Histaminintoleranz-Diagnostik, wenn
sie denn Uber Aktivitatstests bestimmt wird, zur Verifizierung der Ursache neben der
DAO-Aktivitat auch die genannten Kofaktoren mitzubestimmen. Die Ursache liegt
moglicherweise nicht in einer verminderten DAO-Konzentration, sondern an einer
Mangelsituation der Kofaktoren.

Die Histaminintoleranzsymptomatik kann durch DAO-Aktivitatsmangel hervorgeru-
fen werden, weil die oben beschriebenen Kofaktoren in nicht ausreichender Menge
vorliegen. Durch die Bestimmung der Kofaktoren kann ermittelt werden, welcher der
Faktoren supplementiert werden sollte.

Medikamentenwirkung

Bei weiterem Auftreten der Histaminintoleranz-Erscheinungen kénnen Medika-

mente den DAO-Aktivitdtsmangel verursachen. Beispiele hierfiir sind:
(aus Maintz u. Novak 2007)

Muskelrelaxantien Pancuronium, Alcuronium, D-Tubocurarine
Narkosemittel Thiopental

Analgetika Morphin, Pethidin, nichtsteroidale

Antiphlogistika, Acetylsalicylsdure, Metamizol

Bei der Einnahme solcher Medikamente sollte der Arzt kontaktiert werden, ob nicht
alternative Medikamente empfohlen werden kénnen und méglicherweise damit die

Lokalanasthetika
Antihypotonika
Blutdrucksenkende Mittel
Antiarrhythmika
Diuretika

Darmmotiliat
beeinflussende Mittel

Antibiotika

Mukolytika

Broncholytika
H2-Rezeptor-Antagonisten
Zytostatika

Antidepressiva

Prilocain

Dobutamin

Verapamil, Alprenolol, Dihydralazin
Propafenon

Amilorid

Metoclopramid

Cefuroxim, Cefotiam, Isoniazid, Pentamidin,
Clavulansaure, Choroquin

Acetylcystein, Ambroxol
Aminophyllin

Cimetidin
Cyclophosphamid
Amitriptylin

Histaminintoleranz-Symptomatik behoben werden kann.

10
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11. TESTCHARAKTERISTIKA

Prdzision und Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit von zwei Proben innerhalb einer Messserie wurde gepriift.
Zwei Normalproben wurden 16-mal in einem IDK® DAO-ELISA von einer Person an-
gesetzt.

Intra-Assay (n = 16)
1 5,0 1,42
2 5,9 1,72

Die Reproduzierbarkeit von zwei Proben wurde geprift. Zwei Normalproben wur-
den 8-mal an drei verschiedenen Tagen von verschiedenen Personen im IDK® DAO-
ELISA gemessen.

Inter-Assay (n = 8)
1 23,27 7,9
2 13,36 10,7

Wiederfindung in der Verdiinnung

Zwei Proben unterschiedlicher Konzentrationen wurden auf Verdiinnungsgerechtig-
keit Uberpriift. (n =2)

1:5 15,65 15,65
1:10 7,83 7,68
A 1:20 3,92 3,86
1:40 1,96 1,86
1:5 5,58 5,58
1:10 2,79 2,89
° 1:20 1,39 1,45
1:40 0,7 0,7

11
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Analytische Sensitivitdt

Leerwert (limit of blank, LoB) 0,079U/ml
Nachweisgrenze (limit of detection, LoD) 0,120U/ml
Bestimmungsgrenze (limit of quantitation, LoQ) 0,120U/ml

Die Auswertung wurde gemaB der CLSI-Richtlinie EP-17-A2 durchgefiihrt. Das festgelegte Prézi-
sionsziel fur die Bestimmungsgrenze lag bei 20 % VK.

12. VORSICHTSMASSNAHMEN

« Alle im Kit enthaltenen Reagenzien diirfen ausschlieBlich zur in-vitro-Dia-
gnostik verwendet werden.

- Das fiur Kitkomponenten verwendete humane Material wurde auf HIV, Hepa-
titis B und Hepatitis C getestet und fiir negativ befunden. Dennoch wird emp-
fohlen, die Kitkomponenten als VorsichtsmaBhahme immer wie potentiell
infektioses Material zu behandeln.

- Die Kitkomponenten enthalten zum Schutz vor bakteriellen Kontaminationen
Natriumazid oder ProClin. Natriumazid bzw. ProClin sind giftig. Auch Substrate
fuir enzymatische Farbreaktionen sind als giftig und karzinogen beschrieben.
Jeder Kontakt mit Haut oder Schleimhaut ist zu vermeiden.

- Die Stoppl6sung besteht aus verdiinnter Schwefelsaure (H,SO,). H,SO, ist eine
starke Saure und muss auch in verdiinnter Form mit Vorsicht benutzt werden.
H,SO, verursacht bei Kontakt mit der Haut Veratzungen. Es sollte daher mit
Schutzhandschuhen, Schutzkleidung und Schutzbrille gearbeitet werden. Bei
Kontakt mit der Sdure muss die veratzte Stelle sofort mit viel Wasser gesplilt
werden. Dampfe nicht einatmen und Inhalation vermeiden.

13. TECHNISCHE MERKMALE

- Reagenzien der Testpackung dirfen nicht mit anderen Chargen gemischt
werden. Ferner diirfen Kavitaten unterschiedlicher Mikrotiterplatten, selbst
der gleichen Charge, nicht zusammengefiigt und zur Analyse verwendet wer-
den.

+ Qualitatskontrollen sollten immer mitgemessen werden.

« Die Reagenzien diirfen nach Ablauf des auf der Kitverpackung angegebenen
Haltbarkeitsdatums nicht mehr verwendet werden.

« Substratldsung muss vor Gebrauch farblos sein.

12
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14

Mikrotiterstreifen missen wahrend der Inkubationen mit Folie abgedeckt
sein.

Vermeiden Sie Schaumbildung beim Mischen der Reagenzien.

Stopfen und Verschliisse verschiedener Reagenzien diirfen nicht vertauscht
werden.

Der Assay ist immer nach dem Kit beigefligten Arbeitsanleitung durchzufiih-
ren.

ALLGEMEINE HINWEISE ZUM TEST

Dieser Kit wurde nach der IVD-Richtlinie 98/79/EG hergestellt und in den Ver-
kehr gebracht.

Fur die Qualitatskontrolle sind die fiir medizinische Laboratorien erstellten
Richtlinien zu beachten.

IDK® ist eine Marke der Immundiagnostik AG.

Die Testcharakteristika wie Inkubationszeiten, Inkubationstemperaturen und
Pipettiervolumina der verschiedenen Komponenten wurden vom Hersteller
festgelegt. Nicht mit dem Hersteller abgesprochene Veranderungen in der
Testdurchfiihrung kénnen die Resultate beeinflussen. Die Firma Immundia-
gnostik AG Ubernimmt flr die hierdurch entstandenen Schaden und Folge-
schaden keine Haftung.

Bei Gewahrleistungsanspriichen ist das beanstandete Material mit schrift-
licher Erklarung innerhalb von 14 Tagen zum Hersteller, der Immundiagnostik
AG, zurlickzusenden.
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1. INTENDED USE

This Immundiagnostik AG assay is an enzyme immunoassay intended for the quan-
titative determination of diamine oxidase (DAO) in serum. For in vitro diagnostic use
only.

2. INTRODUCTION

Diamine oxidase (DAO) is a body's own enzyme that metabolises histamine.
Although DAO is found practically in the whole body, the most important site of
its action is the intestine. The enzymatic activity of DAO determines the histamine
degradation speed. In the case of DAO deficiency or inhibition, incorporated or
endogenous histamine cannot be degraded quickly enough, and the symptoms of
histamine intolerance are presented. Millions of people suffer from gastrointestinal
problems, migraine, irritations of nasal mucosa and other allergy-like symptoms after
consumption of certain nutrients. Too much histamine in the body can be the reason
for this wide range of symptoms.

The determination of DAO serum concentration (K 8510) combined with the
determination of DAO activity (K 8220 DAO REA) is a suitable marker for the
differential diagnosis of histamine intolerance and associated symptoms.

Our IDK® DAO ELISA kit is intended for determination of the diamine oxidase (DAO)
concentration in serum.

Indications

« Frequent headaches or migraine

- Snuffles after consumption of histamine-containing nutrients
+ Tissue oedema

« Eyelid turgor

« Skin redness

« Limb aches

« Gastrointestinal discomfort

« Monitoring of a histamine free diet

3. MATERIAL SUPPLIED

Cat. No. Label Kit components Quantity
K8510 PLATE Microtiter plate, pre-coated 12x 8 wells
K8510 WASHBUF Wash buffer concentrate, 5x 4x100ml
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Cat. No. Label Kit components Quantity
K 8510 CAL Calibrator, lyophilised 4x 1 vials
(see specification for concentration)
K 8510 CTRL Control, lyophilised 4x 1 vial
(see specification for range)
K 8510 CTRL2 Control, lyophilised 4x 1 vial
(see specification for range)
Detection antibody concentrate,
K8510 AB lyophilised (biotinylated) 1x2004l
K 8510 CONJ Conjuga.mte concentrate, 1x 200l
peroxidase-labelled
K 8510 ABBUF Dilution buffer for AB und CONJ, 1x50ml
ready-to-use
K8510 | SAMPLEBUF | Sample dilution buffer, ready-to-use 1x50ml
K 8510 SUB Substrate (tetramethylbenzidine), 1x15ml
ready-to-use
K8510 STOP Stop solution, ready-to-use 1x15ml
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For reorders of single components, use the catalogue number followed by the label as product

number.

MATERIAL REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

- Standard laboratory reaction vessels (1.5 ml)

. Standard laboratory reaction vessel (15ml)

- Foil to cover the microtiter plate

« Microtiter plate thermoshaker at 37 °C (for example model Shake ID2 available
at Immundiagnostik AG)

« Vortex mixer

« Ultra pure water*

« Microtiter plate reader (required filters see chapter 7)

* Immundiagnostik AG recommends the use of Ultra Pure Water (Water Type 1;1SO 3696), which
is free of undissolved and colloidal ions and organic molecules (free of particles > 0.2 um) with an
electrical conductivity of 0.055uS/cm at 25°C (> 18.2MQcm).
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5. STORAGE AND PREPARATION OF REAGENTS

« To run the assay more than once, ensure that reagents are stored at the condi-
tions stated on the label. Prepare only the appropriate amount necessary
for each run. The kit can be used up to 4 times within the expiry date stated
on the label.

+ Reagents with a volume less than 100 pl should be centrifuged before use to
avoid loss of volume.

- Preparation of the wash buffer: The wash buffer concentrate (WASHBUF)
has to be diluted with ultra pure water 1:5 before use (200 ml WASHBUF +
800 ml ultra pure water), mix well. Crystals could occur due to high salt con-
centration in the concentrate. Before dilution, the crystals have to be redis-
solved at room temperature or in a water bath at 37°C. The WASHBUF is sta-
ble at 2-8 °C until the expiry date stated on the label. Wash buffer (1:5 diluted
WASHBUF) can be stored in a closed flask at 2-8 °C for 1 month.

Please note:
This WASHBUF is intended only for use in the IDK® DAO ELISA. Crystals in
the WASHBUF must be completely dissolved before dilution.

« The lyophilised CAL (calibrator) and CTRL (controls) are stable at 2-8°C until
the expiry date stated on the label. Before use, the CAL and CTRL have to be
reconstituted with 500 ul sample dilution buffer (SAMPLEBUF) and mixed
by gentle inversion to ensure complete reconstitution. Allow the vial content
to dissolve for 10 minutes and then mix thoroughly. Calibrator and controls
(reconstituted CAL and CTRL) are not stable and cannot be stored.

« Use 100 ul SAMPLEBUF (sample dilution buffer) as BLANK.

- Preparation of the conjugate and the detection antibody: Before use, the
conjugate concentrate (CONJ) and the detection antibody concentrate
(AB) have to be diluted 1:101 in dilution buffer (100 ul CONJ + 10 m| ABBUF),
(100 ul AB + 10 ml ABBUF). The CONJ and the AB are stable at 2-8°C until the
expiry date stated on the label. Conjugate (1:101 diluted CONJ) and detec-
tion antibody (1:101 diluted AB) are not stable and cannot be stored.

« All other test reagents are ready to use. Test reagents are stable until the expi-
ry date (see label) when stored at 2-8°C.
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6. SAMPLE STORAGE AND PREPARATION

Sample stability
Storage at room temperature (15-30°C): 4 days
Storage at 2-8°C: 9 days
Storage at -20°C: 6 months
Sample preparation

Serum samples must be diluted 1:5 before performing the assay,
e.g. 50 ul sample + 200 pl sample dilution buffer (SAMPLEBUF), mix well.
100 pl of the dilution are used in the test.

7. ASSAY PROCEDURE

Principle of the test

This ELISA is designed for the quantitative determination of DAO in serum.The assay
utilises the “sandwich” technique with two polyclonal antibodies against recombi-
nant DAO.

Calibrator, controls and diluted samples which are assayed for DAO are added into
the wells of a micro plate coated with polyclonal rabbit anti- DAO antibody. During
the first incubation step, DAO is bound by the immobilised primary antibody. Then a
biotinylated polyclonal anti-DAO antibody, is added into each microtiter well. In the
next step, the streptavidin-POD-conjugate is added and a“sandwich” of

1st antibody — DAO - biotinylated antibody - streptavidin-POD-conjugate

is formed. Tetramethylbenzidine (TMB) is used as peroxidase substrate. Finally, an
acidic stop solution is added to terminate the reaction. The colour changes from blue
to yellow. The intensity of the yellow colour is directly proportional to the concen-
tration of DAO. The concentration of DAO can be quantified by referring the optical
density of the calibrator to a lot-dependendent master calibration curve.

Test procedure
Bring all reagents and samples to room temperature (15-30°C) and mix well.
Mark the positions of calibrator/controls/blank/samples on a protocol sheet.

Take as many microtiter strips as needed from kit. Store unused strips in the carefully
closed aluminium packaging at 2-8° C. Strips are stable until expiry date stated on
the label.
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For automated ELISA processors, the given protocol may need to be adjusted accord-
ing to the specific features of the respective automated platform. For further details
please contact your supplier or Immundiagnostik AG.

We recommend to carry out the tests in duplicate.

Before use, wash the wells 5 times with 250 pl wash buffer. After the final
1. | washing step, remove residual wash buffer by firmly tapping the plate on ab-
sorbent paper.
5 Add each 100 pl calibrator/controls/blank/diluted samples into the re-
" | spective wells.
3. | Cover the strips and incubate for 2 hours at 37 °C on a horizontal shaker*.
Discard the content of each well and wash 5 times with 250 pl wash buffer.
4. | After the final washing step, remove residual wash buffer by firmly tapping
the plate on absorbent paper.
5. | Add 100 ul detection antibody (diluted AB) into each well, mix gently.
6. | Cover the strips and incubate for 1 hour at 37 °C on a horizontal shaker*.
Discard the content of each well and wash 5 times with 250 ul wash buffer.
7. | After the final washing step, remove residual wash buffer by firmly tapping
the plate on absorbent paper.
8. | Add 100 pl conjugate (diluted CONJ) into each well.
9. | Cover the strips and incubate for 1 hour at 37 °C on a horizontal shaker*.
Discard the content of each well and wash 5 times with 250 pl wash buffer.
10. | After the final washing step, remove residual wash buffer by firmly tapping
the plate on absorbent paper.
11. | Add 100 pl substrate (SUB) into each well.
12. | Incubate for 10-20 min** at room temperature (15-30°C) in the dark.
13. | Add 100 pl stop solution (STOP) into each well and mix well.
Determine absorption immediately with an ELISA reader at 450 nm. If pos-
14 sible, the extinctions from each measurement should be compared with ex-
" | tinctions obtained at a reference wavelength, e. g. 595nm, 620nm, 630 nm,
650 nm and 690 nm can be used.

* We recommend shaking the strips at 700 rpm with an orbit of 2mm.

** The intensity of the colour change is temperature sensitive. We recommend observing the
colour change and stopping the reaction upon good differentiation.
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8. RESULTS

For result evaluation, please use a four parametric logit-log model based on the
standard curve of the respective kit lot and the calibrator value (CAL). All essential
information on the standard curve is provided on the QC data sheet of the respective
product lot.

The calibration curve can be expressed either by the concentration of each standard
with its corresponding optical density or by the four parameters A,B,C and D. In
both cases the optical density of the calibrator (CAL) is essential. Depending on your
evaluation software program, either the one or the other kind of data described
above should be entered.

Caution: Please make sure that all parameters and values are transferred accurately
into your software as minor deviations can cause severe errors during evaluation.

The plausibility of the duplicate values should be examined before the automatic
evaluation of the results. If this option is not available with the programme used, the
duplicate values should be evaluated manually.

Samples

The obtained results have to be multiplied by the dilution factor of 5 to get the
actual concentrations.

In case another dilution factor has been used, multiply the obtained result by the
dilution factor used.

9. LIMITATIONS

Samples with concentrations above the measurement range (see definition below)
must be further diluted and re-assayed. Please consider this greater dilution when
calculating the results.

Samples with concentrations lower than the measurement range (see definition
below) cannot be clearly quantified.

The upper limit of the measurement range can be calculated as:

highest concentration of the calibration curve x sample dilution factor to be used
The lower limit of the measurement range can be calculated as:

LoB x sample dilution factor to be used

LoB see chapter “Performance Characteristics"
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10. QUALITY CONTROL

Immundiagnostik AG recommends the use of external controls for internal quality
control, if possible.

Control samples should be analysed with each run. Results, generated from the
analysis of control samples, should be evaluated for acceptability using appropriate
statistical methods. The results for the patient samples may not be valid if within
the same assay one or more values of the quality control sample are outside the
acceptable limits.

Reference range
<3U/ml: high incidence for HIT (Histamine intolerance)
3-10U/ml: HIT probable
> 10 U/ml: low incidence for HIT

Conversion factor: 1 U/ml =1.25 ng/ml
We recommend each laboratory to establish its own reference range.

Comparison “Pregnant women” and “Healthy controls”

For the clinical evaluation of this assay we have analysed samples from pregnant
women and apparently healthy controls. The IDK® DAO ELISA detects, as required
and expected, higher values in pregnant women than in healthy controls.

350
—95% CI Motched Cutlier Boxplot
300

+ Outliers> 1.5 and < 31QR
250

+ Qutliers > 3 1QR

S0

0 +—
Pregnant Healthy
women - conftrals -
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Heparin treatment

Furthermore, DAO levels in healthy study participants increased sharply within
30 minutes of heparin administration. It has been documented in scientific literature
that DAO levels rise after heparin administration.
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Treatment outcome before and after heparin administration
IDK® DAO ELISA [U/ml]

BEFORE administration | 30 min AFTER | 60 min AFTER
Patient 1 76 219 -
Patient 2 55 152 -
Patient 3 25 277 622
Patient 4 18.9 621 555

Since the IDK® DAO ELISA determines DAO concentration while the conventional
histamine intolerance tests with putrescine or histamine as substrates determine
DAO activity, the correlation coefficient must not necessarily be r>0.8. This can be
explained by the fact that the activity does not depend on the number of molecules
alone, but also on cofactors such as vitamin C, vitamin B6, copper or manganese ions
in vitro and in vivo. For the diagnosis of histamine intolerance via DAO activity test
we therefore recommend to determine the above mentioned cofactors as well. The
problem may not be a low DAO level, but a cofactor deficiency.

The symptoms of histamine intolerance can be caused by low DAO activity because
the above-mentioned cofactors are not sufficiently available. By quantitating the
cofactors it can be determined which one needs to be supplemented.

Medication effects

In addition, histamine intolerance symptoms may be due to low DAO activity caused
by medication such as:

Muscle relaxants Pancuronium, alcuronium, D-tubocurarine

Narcotics Thiopental

Analgetics Morphine, pethidine, nonsteroidal anti-
inflammatory drugs, acetylsalicylic acid,
metamizole

Local anesthetics Prilocaine

Antihypotonics Dobutamine

Antihypertensive drugs Verapamil, alprenolol, dihydralazine

Antiarrhythmics Propafenone

Diuretics Amiloride

Drugs influencing
gut motility Metoclopramide
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Antibiotics Cefuroxime, cefotiam, isoniazid, pentamidin,
clavulanic acid, choroquine

Mucolytics Acetylcysteine, ambroxol

Broncholytics Aminophylline

H2-receptor antagonists Cimetidine

Cytostatics Cyclophosphamide

Antidepressants Amitriptyline

If you are taking such medication, you may want to discuss with your physician
alternative medication in order to relieve your symptoms.

11. PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Sample dilution
Two patient samples were diluted and assayed. The results are shown below:
Linearity n=2

1:5 15.65 15.65
1:10 7.83 7.68
A 1:20 3.92 3.86
1:40 1.96 1.86
1:5 5.58 5.58
1:10 2.79 2.89
8 1:20 1.39 1.45
1:40 0.7 0.7
Analytical Sensitivity
Limit of blank, LoB 0.079U/ml
Limit of detection, LoD 0.120U/ml
Limit of quantitation, LoQ 0.120U/ml

The evaluation was performed according to the CLSI guideline EP-17-A2. The specified accuracy
goal for the LoQ was 20% CV.
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Precision and reproducibility

Intra-Assay (n = 16)

The precision (intra-assay variation) was calculated from 16 replicate determinations

on each of two samples.

Sample DAO [U/ml] CV [%]
1 5.0 1.42
2 5.9 1.72

Inter-Assay (n = 8)

The total precision (inter-assay variation) was calculated from data on 2 samples ob-
tained in 8 different assays by different technicians on three different days.

Probe DAO [U/ml] CV [%]
1 23.27 7.9
2 13.36 10.7

12. PRECAUTIONS

« All reagents in the kit package are for in vitro diagnostic use only.

« Human materials used in kit components were tested and found to be
negative for HIV, Hepatitis B and Hepatitis C. However, for safety reasons, all
kit components should be treated as potentially infectious.

« Kit reagents contain sodium azide or Proclin as bactericides. Sodium azide
and Proclin are toxic. Substrates for the enzymatic colour reactions are toxic
and carcinogenic. Avoid contact with skin or mucous membranes.

«+ The stop solution consists of diluted sulphuric acid, a strong acid. Although
diluted, it still must be handled with care. It can cause burns and should be
handled with gloves, eye protection, and appropriate protective clothing. Any
spill should be wiped up immediately with copious quantities of water. Do not
breath vapour and avoid inhalation.
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13. TECHNICAL HINTS

« Do not interchange different lot numbers of any kit component within the
same assay. Furthermore we recommend not assembling wells of different
microtiter plates for analysis, even if they are of the same batch.

+ Control samples should be analysed with each run.
+ Reagents should not be used beyond the expiration date stated on kit label.
« Substrate solution should remain colourless until use.

- To ensure accurate results, proper adhesion of plate sealers during incubation
steps is necessary.

« Avoid foaming when mixing reagents.
- Do not mix plugs and caps from different reagents.

« The assay should always be performed according to the enclosed manual.

14. GENERAL NOTES ON THE TEST AND TEST PROCEDURE

- This assay was produced and distributed according to the IVD guidelines of
98/79/EC.

« The guidelines for medical laboratories should be followed.
« IDK® is a trademark of Immundiagnostik AG.

« Incubation time, incubation temperature and pipetting volumes of the com-
ponents are defined by the producer. Any variation of the test procedure,
which is not coordinated with the producer, may influence the results of the
test. Immundiagnostik AG can therefore not be held responsible for any dam-
age resulting from incorrect use.

« Warranty claims and complaints regarding deficiencies must be logged with-
in 14 days after receipt of the product. The product should be send to Immun-
diagnostik AG along with a written complaint.
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