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1.

Verwendungszweck

Line Immunoblot Testkit zum qualitativen Nachweis von Bordetella pertussis spezifischen 1gG- bzw. IgA- Antikdrpern in Hu-
manserum. Das Kit dient der Erkennung einer frischen, kiirzlich oder vor langerer Zeit durchgemachten Infektion mit Bordetella
pertussis oder zur Differentialdiagnose von langer andauernden klinischen Manifestationen mit nicht charakteristischem Hus-
ten. Durch den gleichzeitigen Nachweis spezifischer Antikdrper gegen Pertussis-Toxin (PT) und den katalytischen Teil des
Adenylat Cyclase Toxins (CatACT) kann in den meisten Fallen die Unterscheidung zwischen einer Bordetella pertussis-Infek-
tion und einer Impfung erleichtert werden.

Weiterhin kann der Line Immunoblot einen Hinweis auf eine mdgliche Infektion mit B. parapertussis geben. Das Fehlen von
spezifischen Antikdrpern gegen PT bei gleichzeitigem Auftreten von Antikdrpern gegen CatACT [genus-spezifisch] (17) und
FHA kann als ein Hinweis auf eine B. parapertussis Infektion gewertet werden.

Diagnostische Bedeutung

Der Hauptvertreter der Gattung Bordetella, B. pertussis, ruft das klinische Krankheitshild des Keuchhustens hervor. Mildere
Verlaufsformen werden von B. parapertussis verursacht.

Bei einer Primérinfektion sind IgM-Antikorper frihestens 5-10 Tage nach Beginn des Stadiums convulsivum zu finden und
persistieren fir 6-12 Wochen; sie sind Ausdruck einer akuten Erkrankung. IgA-Antikdrper sind frihestens 11 Tage nach Krank-
heitsbeginn nachweisbar und kénnen 6-24 Monate persistieren. Sie werden auch bei Geimpften im Rahmen einer natirlichen
Reinfektion (ohne klinische Erkrankung) gebildet und sind deshalb sogar bei gesunden Erwachsenen zu finden. Bei Infektionen
von bis zu 12 Monate alten Kindern kommt es in der Regel nicht zur Bildung von IgA-Antikérpern gegen Pertussis-Toxin.
Kinder zwischen 1 und 4 Jahren bilden selten, Kinder zwischen 5 und 10 Jahren nur in geringen Konzentrationen IgA-Antikor-
per gegen Pertussis-Toxin (1). IgA- und IgM- Antikdrper werden nicht immer gebildet und sind somit ein weniger verlasslicher
Marker fiir eine Bordetella pertussis-Infektion als IgG-Antikorper.

Die Antikérperproduktion beginnt zu unterschiedlichen Zeiten bei verschiedenen Patienten, aber friihestens in der zweiten
Woche des Stadiums Convulsivum (IgG ist frihestens 2-3 Wochen nach Beginn der Infektion vorhanden) und erreicht in der
sechsten bis achten Woche nach Beginn des paroxymalen Hustens sein Maximum. Aus diesem Grund wird fur die Bordetella
Diagnostik die Bestimmung eines Erstserums empfohlen, das 2 Wochen nach dem Beginn des paroxymalen Hustens abge-
nommen wurde und eines Zweitserums 3 bis 5 Wochen danach.

Reinfektionen sind in der Regel durch erhdhte Antitoxin-IgG- und IgA-Antikdrper gekennzeichnet. (2).

Von entscheidender Bedeutung fir die Pathogenese des Keuchhustens ist das Pertussis-Toxin, ein echtes Exotoxin, das fur
viele physiologische und immunologische Effekte verantwortlich ist. Im Gegensatz zu anderen Exotoxinen der Gattung Borde-
tella, die bei der Serumdiagnostik hohe Kreuzreaktivitaten aufweisen, ist das Pertussis-Toxin hochspezifisch (3, 14, 15).

Die Pertussis-Serologie kann den Antigen-Nachweis nicht ersetzen, sollte aber erganzend durchgefiihrt werden. Die anti-
Pertussis Antikorper werden im Vergleich zu anderen Infektionskrankheiten verzégert gebildet.

Testprinzip

Proteine von B. pertussis werden durch ein spezielles Sprihverfahren auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen. Die Nitro-
zellulosemembran wird dann in Einzelstreifen geschnitten.

Die Inkubation der antigentragenden Nitrozellulosestreifen mit Humanserum/-plasma-Proben erlaubt den Nachweis vorhan-
dener spezifischer Antikdrper. Diese Antikdrper bilden Immunkomplexe mit den auf den Teststreifen fixierten Antigenen. Nach
Entfernung der nicht gebundenen Antikdrper durch Waschschritte, werden die einzelnen Nitrozellulosestreifen mit alkalischer
Phosphatase konjugierten anti-human IgG- bzw. IgA- Antikdrpern inkubiert. Nachdem nicht gebundene konjugierte Antikérper
durch einen weiteren Waschschritt entfernt wurden, erfolgt die Sichtbarmachung der Antigen/Antikdrper-Komplexe (der ge-
bundenen Antikdrper) durch die Zugabe eines ungeféarbten Substrates, welches bei seiner enzymatischen Umsetzung blau-
violette Banden (“Antigen-Banden”) erzeugt. Die Enzym/Substrat-Reaktion wird durch Waschen der Nitrozellulosestreifen mit
Aqua dest./deionisiert gestoppt. Abh&éngig von dem beobachteten Bandenmuster kann man auf das Vorhandensein von spe-
zifischen 1gG- bzw. IgA-Antikérpern schlieRen.
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4. Packungsinhalt

4.1 Kit fir 32 Bestimmungen
1. 1gG- bzw. IgA-Nitrozellulose Teststreifen mit aufgesprihten Antigenen, folienverstarkt,
sortiert im Heftchen, gebrauchsfertig 1x 32 Streifen
2. 1gG bzw. IgA Cut off Kontrolle, Humanserum, vorverdiinnt 1x 1,0 ml
3. Verdunnungs-/Waschpuffer, pH 7,3 (10x konz.), mit Tris und Konservierungsmittel 2X 50 ml
4. 1gG- bzw. IgA- Konjugat (100x konz.)
Anti-Human, (Ziege)-Alkalische Phosphatase, mit Konservierungsmittel 1x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), gebrauchsfertig 1x 57 ml
6. Auswertungsprotokollblatt zum Protokollieren und Archivieren der Ergebnisse 1x 1 Stk.
4.2 Kit fir 96 Bestimmungen
1. 1gG bzw. IgA Nitrozellulose Teststreifen mit aufgesprihten Antigenen, folienverstarkt,
sortiert im Heftchen, gebrauchsfertig 3x 32 Streifen
2. 1gG bzw. IgA Cut off Kontrolle, Humanserum, vorverdinnt 2X 1,0ml
3. Verdunnungs-/Waschpuffer, pH 7,3 (10x konz.), mit Tris und Konservierungsmittel 4x 50 ml
4. 1gG- bzw. IgA- Konjugat (100x konz.)
Anti-Human, (Ziege)-Alkalische Phosphatase, mit Konservierungsmittel 3x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), gebrauchsfertig 3x 57 ml
6. Auswertungsprotokollblatt zum Protokollieren und Archivieren der Ergebnisse 3x 1 Stk.

Auf Anfrage zusatzlich erhéltlich:
IgG bzw. IgA-Positive Kontrolle, Humanserum, vorverdinnt, 0,5 ml.
Die positiven Banden > Cut off Bande kdnnen sie dem mitgelieferten Zertifikat entnehmen.
(Best.-Nr.: IgG: WE116P60 bzw. IgA: WE116P40)

IgG/IgA -Negative Kontrolle, Humanserum, vorverdiinnt, 0,5 ml.
Die negative Kontrolle zeigt keine Banden bzw. keine fir die Auswertung relevanten Banden > Cut off Bande.
(Best.-Nr.: 1gG/IgA: WE116N20)

5. Lagerung und Haltbarkeit des Testkits und der Reagenzien

Testkit bei 2-8°C aufbewahren. Die Haltbarkeit der einzelnen Komponenten ist auf dem jeweiligen Etikett vermerkt; Kit-Halt-
barkeit siehe Qualitatskontrollzertifikat.
1. Die einzelnen Reagenzien nicht einfrieren und keinen hohen Temperaturen aussetzen.

2. Reagenzien nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden.

3. Lagerung der Reagenzien bei grellem Licht ist zu vermeiden.

4. Die BCIP/ NBT-Substratlésung ist lichtempfindlich und muss im Dunkeln aufbewahrt werden.

5. Nitrozellulose Teststreifen: Streifen nach der Entnahme aus dem Beutel sofort verwenden. Beutel mit den nicht beno-
tigten Streifen wieder fest verschlieRen und bei 2-8°C aufbewahren. Zur Archivierung der Ergebnisse sollten die Nitrozel-
lulose Teststreifen unbedingt vor direktem Sonnenlicht geschitzt werden, um ein Verblassen der Banden zu vermeiden.

Material Zustand Lagerung Haltbarkeit
Untersuchungsproben unverdunnt +2 bis +8°C 1 Woche
Teststreifen nach Offnen *2 bis +8°C (Lagerung im mit- 3 Monate
gelieferten Beutel)

Kontrollen nach Offnen +2 bis +8°C 3 Monate
nach Offnen +2 bis +8°C 3 Monate

Konjugat -

verdinnt +2 bis +8°C ca. 6h
Substrat nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschiitzt) 3 Monate
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nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschtzt) 3 Monate

Waschlésung endverdunnt (gebrauchsfertig) +2 bis +8°C 4 Wochen

endverdunnt (gebrauchsfertig) oder Raumtemperatur 2 Wochen

6. VorsichtsmalRnahmen und Warnhinweise

10.

Als Kontrollseren werden nur Seren verwendet, die getestet und als HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK und Hepatitis-B-
surface-Antigen negativ befundet wurden. Trotzdem sollten Kontrollseren, Proben, verdiinnte Proben, Konjugate und die
Nitrozellulose Teststreifen als potentiell infektioses Material betrachtet und entsprechend sorgféltig gehandhabt werden.
Es gelten die jeweiligen Richtlinien fiir Laborarbeiten.

Bei der Durchfiihrung des Immunoblots sind Einmalhandschuhe zu tragen und eine Plastik-Pinzette zu benutzen.

Die Entsorgung der verwendeten Materialien erfolgt nach landerspezifischen Richtlinien.

Die Inkubationswannen sind vom Hersteller nur fir den Einmalgebrauch konzipiert. Ein mehrmaliger Gebrauch der Inku-
bationswannen liegt in der Verantwortung des Anwenders. Bei evtl. Mehrfachverwendung empfehlen wir, die Inkubations-
wannen nach Gebrauch mehrere Stunden in 1% Natriumhypochloritldsung zu desinfizieren, zu reinigen und griindlich mit
Leitungswasser und Agua dest./deionisiert zu spulen.

7. Zusatzlich bendtigtes Material (wird nicht mitgeliefert)

© ® N U A~®DNPRE

=
©

Inkubationswanne (bei Bedarf erhaltlich unter Best.-Nr. WE300.08)
Schittler (vertikal nicht zentrifugal)

Eine Spritzflasche zum Abstoppen

Pipette oder Handwaschgerat

Mikropipetten 5 pl - 1500 pl

Pipettenspitzen

Probenréhrchen (Tubes) 2-20 ml Volumen

Plastikpinzette

Aqua dest. oder deionisiert

Filterpapier

8. Untersuchungsmaterial

Als Untersuchungsmaterial kann Serum und Plasma (hierbei ist die Art der Antikoagulanzien nicht von Relevanz) eingesetzt
werden, auch wenn in dieser Packungsbeilage nur Serum erwéhnt ist.

9. Testdurchfihrung

Die exakte Einhaltung der VIROTECH Diagnostics Arbeitsvorschrift ist Voraussetzung fur die Erzielung korrekter Ergebnisse.

9.1 Vorbereitung der Proben
11.  Pro Patientenprobe werden 15 pl Serum oder Plasma bendétigt.
12.  Blutproben sollten aseptisch durch Venenpunktion entnommen werden. Nach vollstandiger Gerinnung ist das Serum ab-
zutrennen (entfallt bei Plasma). Fiir eine langere Aufbewahrung missen die Seren bei -20°C eingefroren werden.
13.  Wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Seren ist zu vermeiden.
14.  Seren, die hitzeinaktiviert, lipdmisch, hamolytisch oder mikrobiell kontaminiert sind, kdnnen zu verfélschten Ergebnissen
fihren und sollten daher nicht verwendet werden.
15.  Getriibte Serumproben (insbesondere nach dem Auftauen) nicht verwenden, ggf. zentrifugieren (5 min bei 1000 x g),
klaren Uberstand pipettieren und im Test einsetzen.
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9.2

16.

17.

18.
19.

20.

21.

9.3

Vorbereitung der Reagenzien
Zur Anpassung an die Laborroutine, kdnnen alle LINEs in einem Testlauf mit gleichen Inkubationszeiten und parameter- /
chargenubergreifenden Komponenten abgearbeitet werden. Die Cut off Kontrollen werden parameter- und
chargenspezifisch eingesetzt.
Vor Verdunnung aller Testreagenzien das jeweilige Konzentrat auf Raumtemperatur bringen. Nur Aqua dest./deionisiert
von hoher Qualitat und Raumtemperatur verwenden.
Verdinnungen vor Testansatz gut durchmischen.
Verdiunnungs-/Waschpuffer
Der Verdiinnungs-/ Waschpuffer liegt 10-fach konzentriert vor. Das Verdinnungs-/ Waschpufferkonzentrat 1:10 mit des-
tilliertem oder deionisiertem Wasser verdiinnen (10ml/50ml/200ml Konzentrat + 90mlI/450mI/900ml A. dest./deionisiert),
gut mischen.
Sowohl der konzentrierte als auch der verdinnte Verdinnungs-/ Waschpuffer kénnen eventuell eine Gelbfarbung aufwei-
sen. Diese Gelbfarbung hat weder Einfluss auf die Haltbarkeit des Verdiinnungs-/ Waschpuffers, noch auf die Funktiona-
litdt und diagnostische Aussagekraft des Testansatzes.
1gG bzw. -IgA-Konjugat
Das Konjugat 1 + 100 mit endverdiinntem Verdiunnungs-/Waschpuffer verdinnen, gut mischen. Pro Serumprobe wird
1,5ml Konjugat-Gebrauchsldsung benétigt. Siehe Konjugatverdiinnungstabelle (Punkt: ,Testablaufschema®).
Substratlésung
Die Substratlésung wird gebrauchsfertig geliefert.

Immunoblot Testdurchfiihrung

Achtung: Fur die korrekte Durchfiihrung und Beurteilung des B. pertussis + CatACT LINE, muf3 bei jedem

Testansatz eine parameter- und chargenspezifische Cut off Kontrolle mitgefihrt werden.

Fir eine sichere Bordetella pertussis Diagnostik sollte der LINE
im 1gG und IgA durchgefuhrt werden.

22.  Die Testdurchfiihrung erfolgt bei Raumtemperatur.

23.  Fur jede Probe je 1 Streifen in die Rinne einer sauberen Inkubationswanne legen. Streifen moglichst nur am markierten
oberen Ende anfassen.

24.  Je 1,5ml gebrauchsfertigen Verdiinnungs-/Waschpuffer pipettieren und auf den Schiittler stellen. Darauf achten, dass
die Nitrozellulose Teststreifen gleichméaRig mit Flussigkeit bedeckt sind, die Streifen dirfen wahrend der gesamten Test-
durchfiihrung nicht trocknen.

25.  Die verstarkten Nitrozellulose Teststreifen sind innerhalb einer Minute vollstédndig befeuchtet und kdnnen in Ricken-,
Bauch- oder Seitenlage inkubiert werden.

26. Je 15pl Patientenserum/-plasma bzw. 100yl der Cut off / Positiven / Negativen Kontrolle zupipettieren, moglichst am
oberen, markierten Streifenende. Patientenserum und Kontrolle 30 Minuten auf dem Schiittler inkubieren. Beim Pipettie-
ren und anschlieRendem Abgiel3en darauf achten, dass es nicht zu einer Kreuzkontamination der einzelnen Patienten-
proben kommt.

27.  Flussigkeit aus den Rinnen vollstéandig absaugen, oder vorsichtig abgielRen. Beim Abgiel3en der Flussigkeit bleiben die
Nitrozellulose Teststreifen am Boden der Rinnen haften. Restflissigkeit auf einem Saugpapier abtropfen.

28.  Streifen Waschen: mit je 1,5 ml gebrauchsfertigem Verdiunnungs-/Waschpuffer 3 x 5 Minuten auf dem Schuttler inkubie-
ren. Waschpuffer immer vollstandig absaugen oder abgie3en. Vor Ablauf des letzten Waschschrittes die bendtigte
Menge an frischer Konjugatverdinnung (s. Tabelle) herstellen.

29. Flussigkeit aus den Rinnen vollstéandig absaugen oder abgiel3en (siehe Punkt 6).

30. Je 1,5 ml der hergestellten Konjugatverdiinnung in die entsprechenden Inkubationsrinnen pipettieren und 30 Minuten
auf dem Schittler inkubieren.

31. Flussigkeit aus den Rinnen vollstandig absaugen oder abgieRen.

32.  Streifen Waschen: mit je 1,5 ml gebrauchsfertigem Verdiinnungs-/Waschpuffer 3 x 5 Minuten auf dem Schuittler inkubie-
ren. Waschpuffer immer vollstandig absaugen oder abgieen. AnschlieBend 1 x 1 Minute mit Aqua dest./deionisiert
spulen.
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33.
34.
35.

36.

37.

9.4

Flussigkeit aus den Rinnen vollstandig absaugen oder abgieRen (siehe Punkt 6).

Je 1,5 ml gebrauchsfertige Substratlésung in die Rinnen pipettieren und 10 £ 3 Minuten auf dem Schdttler entwickeln.
Farbentwicklung stoppen durch Abgiel3en der Substratlésung. Anschliefend Streifen ohne Zwischeninkubation 3 x mit je
1,5 ml Aqua dest./deionisiert waschen.

Aqua dest./deionisiert abgieRen und Streifen auf einem sauberen saugféhigen Papier trocknen. Die Hintergrundfarbung,
die bei feuchten Nitrozellulose Teststreifen beobachtet werden kann, geht bei den getrockneten Steifen vollstandig zu-
ruck. Verstarkte Nitrozellulose Teststreifen bendtigen im Vergleich zu den herkémmlichen Nitrozellulose Teststreifen et-
was langer, bis sie getrocknet sind.

Zur Auswertung das beigefligte Auswertungsprotokoll verwenden. Die Beschriftung der hochspezifischen Banden auf
dem Protokollblatt erleichtert Ihnen die Auswertung der Patientenproben.

Testablaufschema siehe letzte Seite|

Einsatz von Immunoblot-Prozessoren

Fur die automatisierte Abarbeitung der Blots und LINESs sind folgende Gerate validiert: Apollo und Profiblot. Grundséatzlich sind
alle handelsublichen Blotautomaten geeignet.

10. Testauswertung

Zur sicheren Auswertung ist jeder LINE Streifen mit zwei Kontrollen ausgestattet:
1. Serumkontrolle (= serum control):

Nur nach Inkubation mit Patientenserum erscheint unterhalb der Markierungslinie (= markline) die Seruminkubations-
bande.

Konjugatkontrolle (= conjugate control):

Der LINE Streifen ist mit einer Konjugatkontrollbande ausgestattet, die hach Inkubation mit dem entsprechenden Konju-
gat erscheint.

Die Testdurchfiihrung ist gultig, wenn auf dem entwickelten Nitrozellulose Teststreifen sowohl die Serumkontrolle als auch die
interne Konjugatkontrolle deutlich zu erkennen ist.
Die Position der Serum-/ und der Konjugatkontrollbande entnehmen Sie dem Protokollblatt.

10.1

Auswertung der Patientenproben

Die Position und Bezeichnung der reaktiven Banden entnehmen Sie bitte dem Protokollblatt.
1gG und IgA-Banden: FHA, CatACT, PT

10.2

Einsatz der Cut off Kontrolle

Die Intensitat der PT-Bande der Cut off Kontrolle dient der semiquantitativen Beurteilung aller auftretenden Banden:

10.3

Auftretende Banden Bewertung der Bandenintensitaten
> Cut Off Bande (PT) positiv (+)

= Cut Off Bande (PT) grenzwertig (+/-)

< Cut-Off Bande (PT) negativ (-)

Bedeutung der Antigene

Auflistung der verwendeten, gereinigten (natives PT und FHA) und rekombinanten (CatACT) Bordetella pertussis- Antigene,
die aus dem Stamm: Tohama Phase | stammen.

Antigen / Bedeutung der Antigene Spezifitat der
Bezeichnung Antikdrper im LINE
PT Pertussis-Toxin (PT) ist ein Exotoxin, das nur bei B. pertussis vorkommt und ist
28kDa deshalb hochspezifisch fur diesen Ereger ist. Es besteht aus einer enzymatisch akti- i N
- . . . L Hochspezifisch fur
ven A-Untereinheit (Subunit S1) und einer rezeptorbindenden B-Untereinheit. Be- B. pertussis
standteil des azellularen Impfstoffs und Antikdrper gegen PT in Impfseren zeigen die
hdchste Korrelation mit einem Schutz gegen eine B. pertussis-Infektion. Fur die
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Bordetella-Diagnostik im 1gG via eines Einzelserums stellt das PT das Antigen mit
der hochsten Sensitivitat und Spezifitéat von je >98% dar. Das Pertussis-Toxin kann
deshalb als Markerprotein einer B. pertussis-Infektion bezeichnet werden.

Im IgA und IgM liegt die Antikorper-Antwort gegen PT nur bei etwa 40-50% der Per-
tussis-Félle vor (4, 5).

CatACT Adenylat-Cyclase-Toxin (ACT) ist ein Antigen, das nicht im B. pertussis Impfstoffen
43kDa vorkommt. Es ist ein essentieller Virulenz-Faktor von B. pertussis (6) Die Kreuzreak-
tivitat des Gesamt-ACT-Proteins mit Mitgliedern der RTX-Toxin-Familie - einschliel3-
lich des Hamolysins von E.coli (7, 8, 9,10) - denen jedoch die enzymatische Einheit
der Adenylat-Cyclase fehlt ist allgemein bekannt. Aus diesem Grund verwendet der
B. pertussis + CatACT LINE nur den N-terminalen, 400 AS langen Anteil des ACT-
Antigens (als CatACT bezeichnet), der die katalytische Doméane, die fur Bordetella Spezifisch fur
sp. spezifisch ist, beinhaltet. Die CatACT ist fur IgG der beste Infektionsmarker fur Bordetella sp.
die serologische Diagnostik, der nicht durch den Impfstatus beeinflusst wird. Zum
Zeitpunkt der Diagnose waren 68,0% der kultur-positiven Patienten im 1gG seroposi-
tiv fir CatACT. Es hat sich gezeigt, dass CatACT nach PT der zweit-sensitivste Mar-
ker ist. (11) Daher legt der gleichzeitige Nachweis von Antikdrpern gegen CatACT
und PT das Vorhandensein einer akuten oder kirzlich durchgemachten Infektion

nahe.
FHA Filamentoses Hamagglutinin (FHA) ist ein Oberflachenprotein von Bordetella per-
220kDa tussis. Es dient dem Erreger als wichtiges Adhasin (4). Die Antikdrperantwort auf FHA

ist besonders im 1gG mit etwa 80-90% sehr hoch; im IgA und IgM liegt sie bei etwa ) .
: a . Weniger spezifisch
50-60% (4, 5). Inzwischen konnte aufgrund mehrerer unabhangiger Studien (3, 12,

13) gezeigt werden, dass eine Kreuzreaktivitdt des FHA von Bordetella pertussis,

Bordetella parapertussis u. a. bakteriellen Erregern vorhanden ist.

10.4 Auswertungskriterien
Die Interpretation serologischer Ergebnisse sollte immer das klinische Bild, epidemiologische Daten und weitere zur Verfligung
stehende Laborbefunde mit einbeziehen.

Empfohlene IgG und IgA-Beurteilung

PT CatACT Bedeutung Interpretation
B. pertussis
- Kein Hinweis auf eine Bordetella pertussis Infektion.
- +/- M@oglicher Hinweis auf eine B. parapertussis Infektion negativ
+ (siehe unten)

Die Mdéglichkeit einer sehr friihen oder schon langer zu-
rickliegenden B. pertussis Infektion kann gegeben sein.

- ':{_ Die Uberpriifung mittels eines Zweitserums wird emp- grenzwertig
fohlen.
Hinweis auf eine frische oder kirzlich durchgemachte
. Bordetella pertussis Infektion. Impfstatus Uberprufen.
positiv
+ +/- Deutlicher Hinweis auf eine frische oder kurzlich durch-
+ gemachte Bordetella pertussis Infektion.

Zuséatzlicher Hinweis flr eine B. parapertussis Infektion im 1gG und IgA:

Interpretation
PT CatACT FHA Bedeutung .
B. pertussis
- +/- + maoglicher Hinweis auf eine negativ
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+ B. parapertussis Infektion

Ein CatACT und FHA positives Ergebnis kann bei fehlender PT-Antwort als Hinweis auf eine B. parapertussis Infektion interpre-
tiert werden.

Um den Verdacht einer B. parapertussis Infektion zu bestétigen, empfehlen wir 7 Tage spéater ein Zweitserum zu testen; dabei
darfen weiterhin keine Antikdrper gegen PT nachweisbar sein. Alternativ kann ein PCR fir B. parapertussis durchgefiihrt werden.

FHA-Bande: Das alleinige Auftreten von Antikérpern gegen das unspezifische Gruppenantigen FHA erlaubt keine Aussage,
ob es sich um eine Infektion durch Bordetella pertussis oder Bordetella parapertussis handelt. Hier kdnnte es
sich auch um eine Kreuzreaktion des FHA mit Haemophilus influenzae oder anderen Erregern, oder um persis-
tierende Antikorper (Impfantikrper oder Antikdrper einer zuriickliegenden Infektion) handeln.

Bei Fragestellungen bezuglich serologischer Bordetella-Ergebnisse, die das FHA berlicksichtigen, kann auch
die FHA-Bande des LINE ausgewertet werden, siehe B. parapertussis. Dafur wird die FHA-Bande Uber die In-
tensitat der PT-Bande der Cut off Kontrolle beurteilt:

> Cut off: positiv/ = Cut off: grenzwertig / < Cut off: negativ

Hinweis: IgA- und IgM- Antikérper werden nicht immer gebildet und sind somit ein weniger verlasslicher Marker fur eine
Bordetella pertussis-Infektion als IgG-Antikdrper

10.5 Grenzen des Tests

1. Ein negatives Blotergebnis schlie3t die Moglichkeit einer Infektion mit Bordetella pertussis nicht vollstéandig aus. Die
Probe kann vor Auftreten der Antikdrper entnommen worden sein oder der Antikdrpertiter liegt unter der Nachweisgrenze
des Tests.

2. Durch ein dauerhaftes Vorhandensein oder Fehlen von Antikdrpern kann nicht auf Erfolg bzw. Misserfolg einer Therapie
geschlossen werden.

3. Aufgrund mehrerer unabhéngiger Studien konnte gezeigt werden, dass eine Kreuzreaktivitat des FHA von Bordetella
pertussis, B. parapertussis und anderen Erregern vorhanden ist (3, 12, 13, 21).

4. In seltenen Fallen kdnnen Patientenseren “inverse”-Banden zeigen (dunkler Hintergrund, weiRe Banden); diese sind
nicht zu bewerten, d.h. der Immunoblot ist in diesen Fallen nicht auswertbar. Das Serum sollte mittels anderer serologi-
scher Methoden Uberpriift werden.

11. Leistungsdaten

111 Sensitivitat und Spezifitat
Als Referenzmethode wurde ein Pertussis Toxin ELISA zur Berechnung der Leistungsdaten (Sensitivitat und Spezifitat im 1gG
und IgA) des VIROTECH B. pertussis + CatACT LINE herangezogen.

Es wurden 264 Seren im I1gG getestet. Serenkollektive: Blutspender (n=78), Impfseren (n=14), Seren mit Verdacht auf Borde-
tella pertussis Infektionen (n=119), Mycoplasma pneumoniae Seren (n=24), und kreuzreaktive Seren (n=24). 5 getestete Seren
konnten keinem Panel zugeordnet werden.

IgG
(n=264) B. pertussis + CatACT LINE IgG
Negativ Grenzwertig Positiv
Negativ 144 13 1
Pertussis Toxin ELISA Grenzwertig 4 3 1
Positiv 3 8 87
Grenzwertige Ergebnisse gehen nicht mit in die Berechnung ein.
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In Bezug auf den Befund errechnet sich im IgG eine Sensitivitat von 96,7 % und eine Spezifitat von 99,3 %.

Es wurden 272 Seren im IgA getestet. Serenkollektive: Blutspender (n=82), Impfseren (n=14), Seren mit Verdacht auf Borde-
tella pertussis Infektionen (n=121), Mycoplasma Seren (n=27), und Kreuzreaktive Seren (n=24). 4 getestete Seren konnten

keinem Panel zugeordnet werden.

IgA
(n=272) B. pertussis + CatACT LINE IgA
Negativ Grenzwertig Positiv
Negativ 204 5 6
Pertussis Toxin ELISA Grenzwertig 3 2 5
Positiv 6 3 38

Grenzwertige Ergebnisse gehen nicht mit in die Berechnung ein.

In Bezug auf den Befund errechnet sich im IgA eine Sensitivitat von 86,4 % und eine Spezifitat von 97,1 %.

11.2 Kreuzreaktivitat
Zur Uberprifung eventueller Kreuzreaktionen des VIROTECH B. pertussis + CatACT LINE IgG/IgA mit respiratorischen Er-
krankungen wurden 109 bzw. 111 Seren mit Verdacht auf Mycoplasma- oder Chlamydia-Infektionen getestet.

[s[€] IgA

Negativ 91 106
Grenzwertig 10 2
Positiv 8 3

Der VIROTECH B. pertussis + CatACT LINE ist zum differentialdiagnostischen Einsatz hervorragend geeignet.

11.3 Durchseuchung (Erwartete Werte)
Die Cut off-Einstellung ist so gewahlt, dass idealerweise nur frische Infektionen und solche mit hohen Impftitern detektiert
werden. Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse von 80 Blutbankseren:

19G IgA
Negativ 71 78
Grenzwertig 6 2
Positiv 3

114 Intra-Assay-Prazision (Wiederholbarkeit)
Bei jeder Chargenfreigabe wird in der Qualitatskontrolle von jedem einzelnen Immunoblot ein Streifen mit einem bestimmten
Humanserum im 1gG und IgA getestet. Es findet somit eine 100% Kontrolle aller Immunoblots statt.

Die Intensitaten der Banden durfen bei einer Skala von 1-5 maximal eine Intensitatsstufe vom Mittelwert abweichen.

115 Inter-Assay-Prazision (Reproduzierbarkeit)
Die Bestimmung der Testprézision erfolgte in 10 unabhéngigen Testansétzen mittels manueller Testung und Automatentes-
tung von unterschiedlichen Personen.

Es wurde ein negatives Serum, ein grenzwertiges Serum und ein positives Serum im IgG und IgA LINE getestet:

IgG

Negativ 10
Grenzwertig 10
Positiv 10
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IgA

Negativ 10
schwach Positiv 8/ (2%

Positiv 10

(*) Das schwach positive Serum im IgA wurde 2 x grenzwertig bewertet.

11.6 Impfantikorper
Seit einigen Jahren werden bei den meisten Bordetella Impfprogrammen azellulare Impfstoffe eingesetzt, die im Wesentlichen
die Wirkstoffe FHA und Pertussis-Toxin beinhalten. Bei der IgG-Immunantwort auf die Impfung kann bei vielen Impflingen
beobachtet werden, dass Antikdrper gegen FHA und PT gebildet werden, diese jedoch schnell wieder abnehmen. Bereits nach
1 Jahr entspricht der Titer meist wieder dem Niveau vor der Impfung (18).
Bei der IgA Immunantwort ist mehrfach beschrieben, dass sie bei Kleinkindern kaum zu finden ist und erst nach einer Infektion
gebildet wird (1).

12. zusatzliche Leistungsdaten fur die CatACT Bande im IgG

121 Sensitivitat und Spezifitat der CatACT Bande im IgG
Sensitivitat
Es wurden 34 Seren aus Bordetella Referenzzentren auf dem B.pertussis + CatACT LINE im IgG getestet. Davon zeigten 23
Seren eine positive CatACT Bande. Dies entspricht einer Sensitivitat von 67,6%.

Spezifitat

Es wurden Blutspenderseren (n=76) und Impfseren (n=14) auf dem B.pertussis + CatACT LINE im IgG getestet. Davon zeigten
12 Seren eine positive CatACT Bande. Dies entspricht einer Spezifitat von 86,2%.

Da IgA Antikdrper ein weniger verlasslicher Marker fir Bordetella sp. Infektionen sind, wird keine Sensitivitat und Spezifitat der

CatACT Bande im IgA angegeben.

13. zusétzliche Leistungsdaten fur Bordetella parapertussis im IgG und IgA

13.1 Sensitivitat und Spezifitat fir Bordetella parapertussis
Sensitivitat
Bei 136 Seren mit Verdacht auf eine B. pertussis Infektion betrug die Anzahl der B. parapertussis positiven Seren fir IgG 5,1%
und fiir IgA 6,6%. Dies entspricht den Angaben in der Literatur (19, 20).

Spezifitat
Es wurden 79 Blutspender im IgG und IgA getestet. Dabei wurde eine Spezifitat von 97,2% bzw. von 100,0% erzielt.
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15. Testablaufschema

Testdurchfiihrung in Kurzform:

Probeninkubation

Waschen
Konjugatinkubation

Waschen

Substratinkubation

Stoppen

30 Minuten

3 x 5 Minuten

30 Minuten

3 x 5 Minuten
1 x 1 Minute

10 £ 3 Minuten

3 x ohne Zwischeninkubation

15 pl Patientenserum/-plasma / 100 pl Kontrolle
in je 1,5 ml Verdiinnungs-/Waschpuffer

Mit je 1,5 ml Verdunnungs-/Waschpuffer
Mit 1,5 ml Gebrauchsverdiinnung (1 + 100 )

Mit je 1,5 ml Verdunnungs-/Waschpuffer
Mit Agqua dest./deionisiert

Mit je 1,5 ml Substratldsung

Mit je 1,5 ml Aqua dest./deionisiert

Konjugatverdinnungstabelle: (gerundet)

Anzahl Streifen 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Verdunnungs/Waschpuffer | 4 o | 30mi |a5m [ 6,0m | 75m | 90m | 11.0m |12,0m | 140ml | 150ml
Konjugat-Konzentrat 150 |30w |45 |eowl | 75w |oowl | 110u | 1204l | 140u | 1504l
Endvolumen 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml | 6,06ml | 7,575ml | 9,09ml | 11,11ml | 12,12ml | 14,14ml | 15,15ml
Anzahl Streifen 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Verdunnungs/Waschpuffer | 7 5 | 18.0mi | 20,0ml | 21,0ml | 23,0ml | 24,0ml | 26,0ml | 27,0ml | 29.0ml | 30,0ml
Konjugat-Konzentrat 170y | 180ul | 200u | 2104 | 230w | 240w | 2604 | 270u | 2004l | 3004l
Endvolumen 17,17ml | 18,18ml | 20,2ml | 21,21ml| 23,23ml | 24,24ml | 26,26ml | 27,27ml | 29,29ml | 30,3ml
Anzahl Streifen 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Verdunnungs/ Waschpuffer | 5, 5 | 33.0mi | 35,0ml | 36,0ml | 38,0ml | 39,0ml | 41,0ml | 42,0ml | 44,0ml | 45,0ml
Konjugat-Konzentrat 320u | 330u | 350u | 360ul | 380wl | 300ul | 410w | 420w | 440u | 45041
Endvolumen 32,32ml | 33,33ml | 35,35ml | 36,36ml | 38,38ml | 39,39ml | 41,41ml | 42,42ml | 44,44ml | 45 45ml
Anzahl Streifen 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Verdinnungs/ Waschpuffer | 47 o5 | 48.0ml | 50,0ml | 51,0ml | 53,0ml | 54,0ml | 56,0ml | 57,0ml | 59,0ml | 60,0ml
Konjugat-Konzentrat 470ul | 480ul | 500p | 510u | 530w | 540ul | 560u | 570w | 590u | eooul
Endvolumen 47,47ml | 48,48ml | 50,5ml | 51,51ml | 53,53ml | 54,54ml | 56,56ml | 57,57ml | 59,59ml | 60,6ml
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