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1. Uso previsto

Para el diagnéstico in vitro. Esta prueba es un inmunoensayo enzimatico en una membrana de
nitrocelulosa (inmunotransferencia) para la deteccion cuantitativa de anticuerpos IgE
especificos de alérgenos en suero y plasma (citrato) humanos.

2. Resumen y descripcion del ensayo

La funcién del sistema inmunitario consiste en proteger al organismo frente a bacterias, virus y
otros microorganismos patdégenos. La respuesta de defensa protege al organismo en el primer
contacto con los patégenos, pero también proporciona inmunizacion para una exposicion
repetida. Todas las reacciones alérgicas van precedidas de un primer contacto sin sintomas, en
el que ya se generaron los anticuerpos de clase E especificos (anticuerpos IgE). En un
contacto repetido con el alérgeno desencadenante, estos anticuerpos IgE reaccionan contra
dicho alérgeno y activan la liberacién de mediadores (normalmente a partir de los mastocitos)
como histamina, leucotrienos, prostaglandinas, etc., que provocan los sintomas de la alergia.
La deteccion de los anticuerpos IgE especificos en el suero permite identificar los alérgenos
desencadenantes en caso de reacciones alérgicas. También es posible detectar las
sensibilizaciones existentes que no causan sintomas.

3. Principio del ensayo

Este ensayo se basa en los principios del método de inmunotransferencia. Varios alérgenos se
incorporan a la superficie de las membranas de nitrocelulosa, en lineas que se separan en
funcion de la configuracion del panel. Los anticuerpos IgE especificos de alérgenos reaccionan
ante los alérgenos adecuados, si estan presentes en las muestras de los pacientes. En un
segundo paso, los anticuerpos contra la IgE humana conjugados con biotina se unen a los
anticuerpos incorporados. Durante un tercer paso de incubacién, la biotina se une a un
conjugado de estreptavidina-peroxidasa. En el dltimo paso de la incubacién, la peroxidasa
transforma el substrato de tetrametilbenzidina (TMB) incoloro en un producto final de color
purpura azulado. Tras cada incubacion individual, un paso de lavado elimina el material no
unido. La intensidad del color azul es proporcional a la cantidad de anticuerpos especificos de
alérgenos en el suero del paciente. La muestra se evalta con RIDA gLine® Scan (DIV) o un
escaner de superficie plana a color 3D comun (no de DIV) validado por R-Biopharm en
combinacién con el software RIDA gLine® Soft. Las intensidades del color de las bandas de
alérgeno se evaluan cuantitativamente mediante una curva estdndar en la membrana que
permite determinar las clases RAST (prueba de radioalergoadsorcion) o el valor en Ul/ml
correspondientes.
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Curva estandar y control positivo

RIDA qLine® Allergy es una prueba cuantitativa basada en una curva estandar calibrada de
acuerdo con el estandar de la OMS. Se aplican 5 estandares a cada tira. Los 5 estandares se
corresponden con las clases RAST 1-5, mientras que la clase RAST 6 se extrapola mediante
software.

La curva estandar resulta visible y se cumplen los criterios de validez solo si el ensayo se ha
realizado correctamente y todos los reactivos funcionan bien. Los criterios de validez de la
curva estandar/control de funcién se cumplen si los 5 estandares son visibles y el software los
ha reconocido, el estandar mas pequefio alcanza como minimo una intensidad 10 y la
intensidad del estandar 1 es < estandar 2 < estandar 3 < estandar 4 < estandar 5.

El control positivo analiza el sistema en su conjunto. El valor previsto solo puede generarse si
las tiras se procesan de forma correcta, el sistema de medicion detecta las bandas de manera
adecuada y el software realiza el célculo debidamente. El control positivo debe alcanzar el valor
RAST 4 como minimo para que pueda generarse como valido.

Banda de CCD

La banda de CCD esta compuesta por cadenas laterales de carbohidratos purificados que se
unen a la membrana de nitrocelulosa. La banda de CCD detecta los anticuerpos IgE
especificos contra los determinantes de carbohidratos de reactividad cruzada (CCD) en la
muestra del paciente.

El sistema inmunitario genera anticuerpos especificos IgE contra alérgenos genuinos, pero
también contra las cadenas laterales de carbohidratos de los alérgenos (anticuerpos IgE contra
CCD) de origen vegetal, o procedentes de insectos, moluscos o latex. Estos anticuerpos IgE
contra CCD también provocan reacciones cruzadas con proteinas no emparentadas, por lo que
se denominan determinantes de carbohidratos de reactividad cruzada (CCD).

Un 25 % aproximadamente de los pacientes con alergia producen anticuerpos IgE contra CCD.
No obstante, es muy poco probable que desencadenen sintomas alérgicos, por lo que no se les
confiere relevancia clinica.

Estas reacciones cruzadas pueden provocar resultados positivos en sistemas de ensayo
in vitro, que deben considerarse como positivos falsos. Con el fin de distinguir correctamente
entre los resultados positivos genuinos y los positivos falsos, el ensayo debe repetirse si se
obtiene un resultado positivo para la banda CCD (= RAST 1), y el suero debe bloquearse con
un inhibidor CCD (ZA0601) antes del ensayo para evitar la union con estos CCD en los
ensayos in vitro.
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Contenido del envase

Tabla 1: Contenido del envase suficiente para 10 ensayos

Membranas del ensayo RIDA qLine® Allergy (membranas

. de nitrocelulosa), recubiertas con material alérgeno en
Membrane| | 10 unidades ) _
20 campos de ensayo y 5 estandares en pocillos de

reaccion.

Bufer de lavado, concentracibn 25 veces superior,
Wash 25x |5 ml
_ Tris/NaCl

Anticuerpos de deteccién; anticuerpos caprinos contra la
5 ml

IgE humana conjugados con biotina, listos para su uso

Conjugado de estreptavidina, estreptavidina conjugada

Conjugate] |5 ml . .
con peroxidasa, listo para su uso

Substrate] |5 ml Substrato; TMB (tetrametilbencidina), listo para su uso
5. Instrucciones de almacenamiento de los reactivos

Las membranas de ensayo deben almacenarse en un lugar fresco, seco y oscuro y
conservarse en el envase de aluminio. El kit de ensayo debe almacenarse entre 2-8 °C. El
bufer de lavado diluido cuenta con un periodo de validez maximo de 4 semanas cuando se
almacena a 2-8 °C. Debe evitarse la contaminacién microbiana. Una vez alcanzada la fecha de
caducidad, no es posible garantizar la calidad.

Debe evitarse en todo momento la contaminacion del substrato con el conjugado, puesto que
provocaria un cambio de color del substrato. Del mismo modo, la exposicion directa del
substrato a la luz del sol también debe evitarse para prevenir la desnaturalizacion o cambio de
color por autooxidacion. Si se ha producido cambio de color, el substrato ya no podra utilizarse.

o

Reactivos adicionales necesarios, accesorios necesarios

»

1. Reactivos
- Agua destilada o desionizada
6.2. Accesorios
- Mezclador de vortice
- Probeta (200 ml)
- Micropipeta, 1000 pl

- Portatiras para 10 tiras (membranas de ensayo)
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- Recipiente cubierto para incubacién a oscuras (sistema de portatiras y recipiente
cubierto [= RIDA gLine® Incubation Set; n.2 producto ZG2701] que puede adquirirse a
través de R-Biopharm AG)

- Agitador orbital (300 RPM, radio orbital de 3 mm; n.? producto: ZG2601)
- RIDA gLine® Scan (n.2 producto: ZG1109) méas ordenador personal con puerto USB

- Escaner de superficie plana a color 3D validado por R-Biopharm AG
(n.? producto: ZG1106) mas ordenador personal con puerto USB

- Software RIDA gLine® Soft (n.2 producto: Z9995)

7. Medidas de precaucién

Solo para diagndstico in vitro.

Esta prueba solo debe llevarla a cabo personal de laboratorio capacitado. Deben respetarse las
directrices para el trabajo en laboratorios médicos. Respetar siempre las instrucciones de uso
de este ensayo.

No pipetear las muestras ni los reactivos con la boca y evitar el contacto con lesiones de la piel
y mucosas. Usar guantes desechables cuando se manipulen las muestras y lavarse las manos
después de realizar el ensayo. No fumar, comer ni beber en las areas en las que se usan las
muestras o los reactivos del ensayo.

Los anticuerpos y los buferes de lavado contienen azida de sodio como conservante. Esta
sustancia no debe entrar en contacto con la piel o con las mucosas. Se pueden producir azidas
metalicas explosivas por contacto con las tuberias de plomo o de cobre.

El substrato contiene peroxido de hidrogeno, asi como clorometilisotiazolinona
metilisotiazolinona en concentraciones subtéxicas.

Si se observan danos en el envase exterior, debera comprobarse antes del uso que los
componentes individuales no estén danados. Los componentes del kit no deberan utilizarse si
su envase individual esta danado o los frascos tienen pérdidas.

El usuario debera eliminar de manera adecuada todos los componentes del kit después del
uso.

Todos los reactivos y materiales que entren en contacto con muestras potencialmente
infecciosas deben tratarse con desinfectantes adecuados o esterilizarse a 121 °C en el
autoclave durante por lo menos 1 hora.
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8. Obtencidén y almacenamiento de muestras

Esta prueba se ha disenado para analizar el suero y el plasma (citrato) humanos. Tras recoger
la muestra de sangre, el suero debe separarse de la sangre coagulada con la mayor rapidez
posible para evitar la hemolisis. Las muestras deben conservarse en frio o congeladas hasta el
momento de realizar el ensayo. Debe evitarse la congelacion y descongelacion repetidas, asi
como la contaminacion bacteriana del suero. El uso de suero lipémico, hemolitico, ictérico u
opaco inactivado mediante calor puede dar resultados erréneos.

Tabla 2: Almacenamiento de las muestras
2-8 °C 1 semana
-20 °C > 1 semana
9. Ejecucion de la prueba

9.1. Informacién general

El intercambio o la combinacion de los componentes del kit con otros procedentes de kits con
nuameros de lote distintos esta permitido.

Los resultados reproducibles dependen en gran medida del cumplimiento de los tiempos de
incubacion y de las temperaturas, asi como de la aplicacion del proceso de lavado correcto de
las membranas de ensayo.

Todos los componentes del ensayo deben alcanzar la temperatura ambiente 20-25 °C) antes
de que comience la prueba.

9.2. Preparacion del bafer de lavado

Vierta 5 ml de bufer de lavado concentrado en una probeta y llene hasta 125 ml con
agua destilada (= bufer de lavado). Disuelva los posibles cristales del concentrado mediante
calor (bano maria a 37 °C). Mantenga el bufer de lavado en un envase al que pueda accederse
mediante pipetas.

9.3. Primera incubacién

Segun el nimero de pruebas que vayan a realizarse, se extraeran del envase las
de ensayo necesarias. Los pocillos se colocan en el portamembranas de ensayo para sujetar
las tiras durante el proceso de agitaciéon. Cada membrana de ensayo se recubre con 500 pl de
bufer de lavado y se agita con un agitador orbital (300 RPM, 3 mm de radio orbital) durante 1
minuto hasta que no aparezcan burbujas. Acto seguido, las de ensayo se vacian
golpeandolas suavemente sobre un material absorbente. Después, se llenan con 400 ul de
suero del paciente y se incuban durante 30 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C) en el
agitador orbital. Hay que asegurarse de que el liquido cubra toda la membrana. Si no es asi,
puede corregirse cuidadosamente con la punta de una pipeta sin dafiar la membrana.
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94. Lavado

Los pocillos se vacian tras la incubacién del suero. Las de ensayo se lavan ahora
en tres pasos independientes, cada vez con 400 ul de bufer de lavado y durante 1 minuto en el
agitador orbital, en las mismas condiciones que durante la incubacion. Seguidamente, vacie las
membranas de ensayo y golpéelas ligeramente sobre un material absorbente.

9.5. Segunda incubacién

Pipetee 400 pl de [Antibody| en cada de ensayo. Hay que asegurarse, una vez mas,
de que el liquido cubra toda la membrana. Después, las de ensayo se incuban

durante 45 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C) en el agitador orbital.
9.6. Lavado
Lave segun se ha descrito en el punto 9.4.

9.7. Tercera incubacion

Pipetee 400 pl de en cada de ensayo. Hay que asegurarse, una vez
mas, de que el liquido cubra toda la membrana. Después, las de ensayo se incuban

durante 20 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C) en el agitador orbital.
9.8. Lavado

La calidad del resultado depende en gran medida de este paso de lavado. Enjuague cada
tira tres veces con 1000 pl de bufer de lavado sobre un fregadero o un recipiente adecuado.
Sostenga la tira en angulo y mueva la pipeta desde la parte superior a la parte inferior de la
membrana cuando pipetee el liquido, sin llegar a tocar la membrana. Después, lave las
de ensayo en dos pasos por separado, cada vez con 400 ul de bufer de lavado y
durante 1 minuto en el agitador orbital, en las mismas condiciones que durante la incubacion.
Seguidamente, vacie las membranas de ensayo y golpéelas ligeramente sobre un material
absorbente.

9.9. Cuarta incubacion

Se aplican 400 pl de [Substrate a cada de ensayo, de manera que la membrana

esté completamente cubierta. Después, las de ensayo se incuban durante
15 minutos a oscuras a temperatura ambiente (20-25 °C) en el agitador orbital.

9.10. Lavado

Los pocillos se vacian después de la incubacién del substrato. Por Gltimo, las de
ensayo se lavan primero con 400 pl de bufer de lavado y después con 400 ul de agua
destilada, durante 1 minuto cada vez en el agitador orbital (300 RPM, 3 mm de radio orbital), en
las mismas condiciones que durante la incubacion. Seguidamente, vacie las membranas de
ensayo y golpéelas ligeramente sobre un material absorbente.
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El ensayo puede evaluarse después de dejar que la membrana se seque al aire durante
30 minutos, como minimo, o0 cuando la membrana esté completamente seca. Recomendamos
el uso de un secador de aire frio para agilizar el proceso.

10.Control de calidad, informacion sobre caducidad de reactivos

El ensayo se realiz6 correctamente si el fondo ha perdido completamente su color, la curva
estandar de cinco bandas diferenciadas es visible y el control positivo cumple con las
especificaciones.

Curva estandar Bandas de alérgeno

Banda de CCD | | Control positivo

Un reactivo opaco o una coloracion azulada del substrato antes de afadirlo a la Membrane| de
ensayo puede ser indicativo de que el reactivo ha caducado.

En el caso de que la curva estandar no se diferencie visiblemente, debe comprobarse lo
siguiente antes de repetir el ensayo:

Fecha de caducidad de los reactivos utilizados

Funcionamiento de los equipos (p. €j., calibracién)

Ejecucién correcta de la prueba

Control visual de los componentes del kit para detectar contaminacion o pérdidas; no se
deben utilizar soluciones de substrato que se hayan vuelto de color azul.

Si los requisitos no se cumplen nuevamente después de repetir el ensayo, pongase en
contacto con el fabricante o el distribuidor local de R-Biopharm.
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11.Evaluacidn e interpretacion

11.1. Configuraciones de la membrana del RIDA gLine® Allergy Panel 1, 2, 3y 4

Panel 1 Panel 2 Panel 3 Panel 4

20 alérgenos 20 alérgenos 20 alérgenos 20 alérgenos
Estandar 5 Estandar 5 Estandar 5 Estandar 5
Estandar 4 Estandar 4 Estandar 4 Estandar 4
Estandar 3 Estandar 3 Estandar 3 Estandar 3
Estandar 2 Estandar 2 Estandar 2 Estandar 2
Estandar 1 Estandar 1 Estandar 1 Estandar 1
Derm. pteronyssinus Derm. pteronyssinus Avellana Derm. pteronyssinus
Derm. farinae Derm. farinae Cacahuete Derm. farinae
Aliso Aliso Nuez Abedul
Abedul Abedul Almendra Mezcla de hierba
Avellano Avellano Leche Gato
Mezcla de hierba Roble Clara de huevo Perro

Centeno (polen)

Mezcla de hierba

Yema de huevo

Alternaria alternata

Artemisia (Ajenjo

comiin) Centeno (polen) Caseina Leche

Llantén menor ?(;tri?ri?ia (Ajenjo Patata alactoalbumina
Gato Llantén menor Apio Beta-lactoglobulina
Caballo Gato Zanahoria Caseina

Perro Caballo Tomate Clara de huevo
Alternaria alternata Perro Bacalao Yema de huevo
Clara de huevo Conejillo de indias Cangrejo Q(I)lz/?r:r;ina de suero
Leche Hamster Naranja Semilla de soja
Cacahuete Conejo Manzana Zanahoria
Avellana Penicillium notatum Harina de trigo Patata

Zanahoria Cladospor. herbarum Harina de centeno Harina de trigo
Harina de trigo Aspergillus fumigatus Sésamo Avellana

Semilla de soja Alternaria alternata Semilla de soja Cacahuete

CCD CCD CCD CCD

PosCo PosCo PosCo PosCo

Las configuraciones de la membrana para los demas paneles especificos de pais para los que
este prospecto es aplicable estan disponibles en R-Biopharm AG como un suplemento para
cada panel.
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11.2. Evaluacion con RIDA gLine® Scan o un escéner de superficie plana a color 3D y el
software RIDA gLine® Soft.

A tal fin, la membrana o membranas se colocan dentro del retenedor y se miden con uno de los
dispositivos de medicion mencionados y el software adecuado. El valor en Ul/ml se calcula
automaticamente a partir de los valores medidos y se asigna a las clases RAST 0-6. La
evaluacién se basa en la curva estandar contenida en cada tira. La intensidad de cada linea de
alérgeno individual esté relacionada con esta curva estandar.

Consulte el manual correspondiente para obtener informacion sobre como utilizar los distintos
dispositivos de medicién para la evaluacion.

Hay que asegurarse de que se hayan asignado los ensayos correctos a los paneles de
alergia que van a medirse.

Tabla 3: Conexidn entre la clase determinada y el contenido de IgE especifica del alérgeno
en el suero del paciente

Ul/ml Clase Contenido de IgE especifica del alérgeno
0,00-0,34 0 (0,0-0,9) no es detectable ni hay trazas

0,35-0,69 1(1,0-1,9) bajo

0,70-3,49 2 (2,0-2,9) elevado

3,50-17,49 3 (3,0-3,9) elevado significativamente

17,50-49,99 4 (4,0-4,9) alto

50,00-99,99 5 (5,0-5,9) muy alto

>100,00 6 extremadamente alto

11.3. Documentacion

Los datos medidos (fotografia de la membrana de ensayo y la evaluacién) se guardan en el
disco duro del PC en un directorio predeterminado. Esta base de datos se utiliza para la gestion
de los datos del paciente. Puede imprimirse una hoja de datos de cada suero analizado
mediante cualquier impresora estandar conectada al PC.
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12.Limitaciones del método

Las concentraciones de IgE determinadas con este sistema de ensayo proporcionan
informacion sobre el nivel de sensibilizacién del paciente en relacién con los alérgenos
individuales o las mezclas de alérgenos comprobados.

No es posible deducir una correlacion entre el nivel de una concentracion de IgE y la aparicién
o la intensidad de los sintomas clinicos a partir de esta informacién Los resultados obtenidos
deben interpretarse siempre en combinacién con el cuadro clinico completo.

Debido a la falta de estandares nacionales e internacionales, y a las posibles diferencias entre
las soluciones para las pruebas de puncién epidérmica y los extractos de alérgenos que se
utilizan en los ensayos in vitro, puede que haya discrepancias entre los resultados de los
ensayos in vivo e in vitro Ademas, los valores cuantitativos de IgE pueden generar negativos
falsos u ofrecer mediciones demasiada bajas justo después de la aparicién de reacciones
anafilacticas. El ensayo debe repetirse después de 3 0 4 semanas si existen discrepancias
entre los resultados in vivo e in vitro. Si las discrepancias persisten, un alergélogo habra de
realizar mas ensayos in vivo, como por ejemplo pruebas de provocacion. Las pruebas de
provocacion pueden desencadenar un choque anafilactico.

Los resultados positivos falsos de la prueba pueden deberse a la reaccion cruzada del alérgeno
analizado con otros alérgenos.
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13.Caracteristicas de rendimiento

13.1. Precision intraensayo

La precisién intraensayo se determin6é analizando dos sueros (suero 1 y 2) con 20 tiras

reactivas cada uno, y un suero (suero 3) con 10 tiras reactivas de un mismo lote.

Se determinaron los valores medios (VM), las desviaciones estandar (DE) y los coeficientes de
variacién (CV) para cada alérgeno individualmente y se resumieron en la tabla 4. Se aceptaron
valores de CV del 15 % para la precisién intraensayo de todos los alérgenos con senales entre
RAST 1 y RAST 2. Se aceptaron valores de CV del 10 % para los alérgenos con senales
= RAST 2. No se calculé el CV de ningun alérgeno con sefiales negativas (< RAST 1).

Tabla 4: Precisién intraensayo para los 43 alérgenos de los paneles estandar 1-4

Suero 1 Suero 2 Suero 3
Alérgeno (R‘;\"QT) DE |CV (%) (R‘;\"QT) DE |CV (%) (R‘L“S"T) DE |CV (%)
Aliso 4,2 0,1 29 5,4 0,1 2,6 5,9 0,1 2,1
Almendra 2,8 0,1 34 4,2 0,2 4.4 1,7 0,1 5,1
Alternaria alternata 03 0,0 - 0,4 0,1 - 3,9 0,1 2,7
Manzana 2,8 0,1 5,0 2,8 0,2 5,3 2,2 0,1 5,2
Aspergillus fumigatus 03 0,0 - 0,4 0,1 - 1,9 0,1 7,8
Abedul 5,5 0,1 2,0 6,0 0,0 0,0 1,7 0,1 49
Albumina de suero bovino 0,2 0,1 - 0,2 0,1 - 5,2 0,1 2,2
Zanahoria 3,2 0,1 2,3 1,9 0,1 7,8 0,6 0,0 -
Caseina 0,1 0,1 - 0,4 0,1 - 5,2 0,1 2,2
Gato 2,5 0,1 43 4.4 0,1 2,7 6,0 0,1 1,2
Apio 3,4 0,1 3,7 2,4 0,2 6,5 3,4 0,1 3,5
Cladosporium herbarum 03 0,0 - 0,4 0,1 - 3,7 0,1 2,6
Bacalao 0,1 0,0 - 0,3 0,1 - 5,2 0,1 2,1
Cangrejo 2,4 0,1 41 4,0 0,1 3,3 2,2 0,1 4.8
D. farinae 2,1 0,1 2,6 6,0 0,0 0,0 2,9 0,1 3,8
D. pteronyssinus 1,4 0,1 7,1 6,0 0,0 0,0 2,2 0,1 2,8
Perro 0,3 0,0 - 6,0 0,0 0,8 4.1 0,1 3.1
Clara de huevo 0,4 0,1 - 1,0 0,1 - 3,5 0,1 2,8
Yema de huevo 0,1 0,1 - 0,5 0,1 - 3,2 0,1 29
Mezcla de hierba 5,9 0,1 2,0 55 0,2 3,4 4.1 0,3 8,3
Conejillo de indias 0,3 0,0 - 1,3 0,1 8,8 0,7 0,1 -
Hamster 0,6 0,1 - 1,8 0,1 6,9 0,7 0,1 -
Avellano 4.5 0,2 4.4 5,7 0,1 2,2 5,7 0,2 2,7
Avellana 3,0 0,1 2,6 5,1 0,1 2,7 3,8 0,1 1,9
Caballo 0,3 0,1 - 0,3 0,1 - 0,3 0,1 -
Leche 0,5 0,1 - 0,5 0,1 - 5,2 0,1 2,7
Ajenjo comun 2,5 0,1 3,9 43 0,1 3,3 1,4 0,2 13,8
Roble 4,7 0,1 2,8 5,9 0,1 1,4 5,1 0,2 3,7
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Naranja 2,3 0,1 5,1 1,2 0,1 11,2 1,2 0,1 10,7
Cacahuete 1,3 0,1 9,4 1,5 0,2 13,3 3,4 0,1 2,7
Penicillium notatum 1,1 0,1 6,7 1,4 0,1 7,9 4,0 0,1 24
Plantago lanceolata 2,8 0,1 3,7 4.5 0,1 3,0 2,0 0,1 5,1
Patata 3,4 0,2 4,6 2,2 0,2 8,5 1,7 0,2 9,1
Conejo 1,1 0,1 6,6 1,9 0,1 3,5 1,5 0,2 11,0
Centeno (polen) 55 0,2 3,9 4,4 0,2 4,5 5,2 0,2 3,9
Harina de centeno 2,7 0,1 4,1 2,8 0,2 6,8 2,9 0,1 4.7
Sésamo 3,0 0,1 4,0 2,9 0,2 6,1 2,7 0,1 5,5
Semilla de soja 0,2 0,1 - 0,4 0,1 - 47 0,1 1,6
Tomate 3,7 0,1 2,5 2,3 0,1 6,0 2,7 0,1 43
Nuez 0,9 0,1 - 3,7 0,2 4,5 0,2 0,0 -
Harina de trigo 2,8 0,1 3,9 2,5 0,1 45 55 0,1 2,5
Alfa-lactoalbiimina 0,2 0,1 = 0.4 0,1 - 2,7 0,2 7,0
Beta-lactoglobulina 03 0,1 - 0,8 0,1 - 4,5 0,2 4,0
CCD 2,2 0,1 4,1 0,3 0,1 = 3,1 0,1 4,3
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13.2. Precision interensayo

Para determinar la precision interensayo se analizaron 3 sueros por duplicado durante 10 dias

consecutivos. El experimento corrié a cargo de dos personas diferentes.

Se determinaron los valores medios (VM), las desviaciones estandar (DE) y los coeficientes de
variacién (CV) para cada alérgeno individualmente y se resumieron en la tabla 5. Se aceptaron
valores de CV del 20 % para la precisién interensayo de todos los alérgenos con senales entre
RAST 1 y RAST 2. Se aceptaron valores de CV del 15 % para los alérgenos con senales
= RAST 2. No se calculé el CV de ningun alérgeno con sefiales negativas (< RAST 1).

Tabla 5: Precision interensayo

Suero 1 Suero 2 Suero 3
Alérgeno (R\;\“gT) DE | CV (%) (R\;\“gT) DE | CV (%) (R‘L"QT) DE | CV (%)
Aliso 54 0,2 3,6 2,2 0,2 9,1 5,9 0,1 2,0
Almendra 1,6 0,2 13,5 1,1 0,2 16,1 1,4 0,2 15,2
Alternaria alternata 2,4 0,2 8,4 1,7 0,2 13,5 3,5 0,2 6,3
Manzana 2,2 0,1 6,4 0,2 0,1 - 3,3 0,3 7,7
Aspergillus fumigatus 0,2 0,1 - 0,2 0,1 . 2,0 0,2 10,4
Abedul 1,0 0,2 - 2,7 0,3 9,8 5,9 0,1 1,4
AlbUmina de suero bovino 4,9 0,2 3,7 2,0 0,3 14,4 0,1 0,1 -
Zanahoria 2,4 0,2 7,7 0,4 0,1 - 0,9 0,1 -
Caseina 51 0,2 3,6 0,1 0,1 - 0,3 0,1 -
Gato 4.4 0,2 3,7 2,9 0,2 7,4 5,9 0,2 2,7
Apio 3,5 0,2 5,0 0,8 0,1 - 2,2 0,2 71
Cladosporium herbarum 0,5 0,1 - 0,4 0,1 . 3,8 0,2 4,7
Bacalao 5,2 0,2 3,1 1,3 0,3 26,0 0,4 0,1 =
Cangrejo 2,9 0,2 6,6 2,6 0,2 6,4 1,4 03 | 183
D. farinae 4,6 0,2 49 5,1 0,3 5,5 2,3 0,2 7,1
D. pteronyssinus 1,6 0,2 14,5 54 0,2 3,2 1,5 0,2 141
Perro 0,7 0,1 - 0,3 0,1 - 3,8 0,2 4.8
Clara de huevo 3,5 0,1 42 0,2 0,0 = 0,5 0,1 =
Yema de huevo 3,3 0,2 4.8 0,1 0,0 - 0,2 0,1 -
Mezcla de hierba 4.9 0,3 5,3 3,1 0,2 5,3 5,9 0,1 1,6
Conegijillo de indias 2,3" 03 10,8 0,4 0,1 - 0,5 0,1 -
Hamster 1,8 0,2 11,2 0,4 0,1 - 0,6 0,1 -
Avellano 5,0 0,2 4,5 2,0 0,2 11,8 5,6 0,2 3,8
Avellana 3,8 0,2 5,1 3,2 0,2 7,2 3,7 0,2 5,4
Caballo 1,4 0,2 15,2 0,2 0,1 - 0,3 0,1 -
Leche 5,3 0,2 43 0,1 0,1 - 0,3 0,1 -
Ajenjo comdn 2,7 0,4 13,6 0,3 0,1 - 1,1 0,3 22,9
Roble 3,9 0,2 5,1 0,9 0,1 - 4.4 0,3 6,4
Naranja 1,2 0,1 10,2 0,2 0,1 = 0,8 0,1 =
Cacahuete 3,7 0,2 49 0,3 0,1 - 1,8 0,2 11,8
Penicillium notatum 1,0 0,2 - 1,5 0,2 10,5 4,0 0,2 5,4
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Plantago lanceolata 2,6 0,3 10,2 0,7 0,1 = 1,7 0,3 15,1
Patata 1,6 0,3 18,9 0,7 0,1 - 1,5 0,2 12,9
Conejo 1,3 0,2 12,2 0,5 0,1 - 0,6 0,1 -
Centeno (polen) 5,8 0,2 4,2 2,0 0,3 13,7 4.8 0,4 7,6
Harina de centeno 2,9 0,2 6,3 1,0 0,2 14,8 3,3 0,1 3.9
Sésamo 2,7 0,2 8,5 1,1 0,2 16,9 3,0 0,2 5,9
Semilla de soja 4,9 0,2 3,8 0,3 0,1 - 2,5 0,3 12,5
Tomate 2,7 0,2 6,9 0,8 0,1 - 1,3 0,3 19,6
Nuez 0,3 0,1 - 1,0 0,2 19,1 0,2 0,1 -
Harina de trigo 5,6 0,2 3,3 0,7 0,1 - 2,1 0,1 5,2
Alfa-lactoalblimina 2,6 0,4 15,7 0,0 0,0 - 0,2 0,1 =
Beta-lactoglobulina 4,7 0,2 4,7 0,1 0,1 - 0,2 0,1 =
CCD 0,4 0,1 - 0,6 0,1 - 3,2 0,2 5,5
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13.3. Comparacién con un sistema de referencia cuantitativo para IgE in vitro

Con el fin de determinar la concordancia entre RIDA gLine® Allergy y un sistema de referencia
para IgE cuantitativo (Phadia ImmunoCap, Thermo Scientific, EE. UU.), se utilizaron ambos
sistemas de ensayo para analizar 50 sueros para 42 alérgenos en RIDA qLine® Allergy
Standard Panel 1-4. Se compararon las clases RAST resultantes de ambos sistemas de
ensayo. (Ver la tabla 6). Una diferencia de ARAST <1 entre los sistemas de ensayos se
consider6 concordante.

Tabla 6: Comparacion del sistema de referencia para IgE
A gLine/sistema de referencia para IgE
Concordancia (A <1 RAST) 1904
Discrepancia (A > 1 RAST) 196
Muestras en total 2100
% de concordancia 90,7 %
% de discrepancia 9,3 %

13.4. Sustancias interferentes

Se analiz6 el suero de los pacientes con presunta afeccién alérgica a fin de identificar las
sustancias interferentes en muestras de suero humano. Se observaron sustancias
potencialmente interferentes en concentraciones que superaban el nivel fisiolégico en dos
muestras de suero. Se realizé el ensayo RIDA gLine® Allergy en estas muestras.

Los resultados indican que el tratamiento con Omalizumab puede provocar valores reducidos o
negativos falsos.

Debido a que es imposible excluir la posibilidad de interferencias a partir de los triglicéridos del
suero, los sueros lipémicos no deben utilizarse para el analisis (ver también la seccion 8).

Tabla 7: Substancias con potencial para interferir en RIDA gLine® Allergy
Suero 1 Suero 2
. Concentracion | Niumero de Numero de
> >

SIS en suero final | alérgenos alsrat alérgenos asrat
IgG (humana no especifica) 20 mg/mi 43 1 43 1
Cetirizina 7,7 umol/l 43 0 43 0
Loratadina 0,78 umol/l 43 0 43 0
Desloratadina 0,97 umol/l 43 0 43 0
Omalizumab 75 pg/mi 43 10 43 7
Hemoglobina 2 mg/ml 43 0 43 0
Triglicéridos 32,75 mg/ml 43 4 43 0
Bilirrubina 200 pg/ml 43 0 43 0
Colesterol 5 mg/mi 43 1 43 0
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