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1.

Verwendungszweck

Line Immunoblot Testkit zum qualitativen Nachweis von spezifischen 1gG/ IgA Antikérpern im Humanserum, die gegen Anti-
gene des 70kb Virulenz-Plasmids pathogener Yersinien gerichtet sind. Der Nachweis reaktiver Banden tragt zur Diagnose
einer Yersinien-assoziierten Folgekrankheit (z. B. reaktive Arthritis) bei. Zur Diagnosestellung von akuten enteritischen Erkran-
kungen ist der Test nicht geeignet.

Diagnostische Bedeutung

Die Gattung Yersinia gehort zur Familie der Enterobacteriaceae. Sie umfasst neben den humanpathogenen Vertretern Y. en-
terocolitica, Y. pestis und Y. pseudotuberculosis weitere nicht-pathogene Spezies (1).

Yersinien kommen weltweit in gemaRigten und subtropischen Klimaten vor. Die wichtigsten Keimreservoire fur Y. enterocolitica
und Y. pseudotuberculosis, die Erreger der enteralen Yersiniose, sind latent infizierte, warmblitige Wild-, Nutz- und Haustiere
(vor allem Hausschweine), iber deren Ausscheidungen es zur Kontamination der Umwelt kommt (2, 3). Die Ubertragung auf
den Menschen erfolgt GUberwiegend alimentar.

Y. enterocolitica-Infektionen manifestieren sich nach ca. 14-tagiger Inkubationszeit vorwiegend als mesenteriale Lymphadeni-
tis, die sich klinisch als Enteritis, Pseudoappendizitis, lleitis oder Colitis darstellt (4). AuRerdem kénnen extramesenteriale
Formen (20-30% der Falle), lokale Infektionen nach Dissemination, septische Formen und das Lymphadenopathiesyndrom -
entweder mit oder ohne vorangegangener Enteritis - auftreten.

Zu den haufigsten immunpathologischen Komplikationen einer Y. enterocolitica-Infektion gehéren die reaktive Arthritis (haufig
bei HLA B27 positiven Patienten) (5, 6) und das Erythema nodosum (7). Reaktive Arthritiden treten typischerweise nach einem
symptomfreien Intervall von 1 bis 3 Wochen, vor allem in den Gelenken der unteren Kérperhalfte, auf (8).

Wesentliche Faktoren der Pathogenitat der Yersinien sind an das Vorhandensein eines Virulenzplasmids gekoppelt, welches
u.a. fur virulenz-assoziierte Releaseproteine, auch Yops genannt (Yersinia outermembrane proteins), codiert.

Diese Yops werden nur von human-pathogenen Yersinia-Stdammen gebildet (DNS-Sequenzhomologie 70 - 100%). Daher ist
der Nachweis der Antikérper gegen diese Releaseproteine eine hoch spezifische und sehr sensitive Methode fiir die serologi-
sche Diagnostik aller Yersiniose-Formen (9).

In der akuten Phase (10-14 Tage nach der Infektion) sind in der Regel klassenspezifische Antikorper (IgM, IgA und IgG) gegen
die verschiedenen Releaseproteine nachweisbar (10). Allerdings werden nicht immer gegen alle Yersinienantigene Antikrper
generiert. Auch werden nicht immer alle Antikérperklassen gebildet (11).

IgM-Antikérper treten in engem zeitlichen Zusammenhang mit der klinischen Manifestation méglicher immunpathologischer
Komplikationen (reaktive Arthritis; Erythema nodosum) auf und persistieren in den meisten Fallen nur 1-3 Monate bzw. ver-
schwinden regelmaRig innerhalb von 6 Monaten (12).

Ebenfalls von Bedeutung ist die IgA-Antwort, da diese Antikdrperklasse bei aktiver Yersiniose fast immer nachweisbar ist. Die
IgA-Reaktivitat kann bei unkompliziertem Verlauf ca. 2 - 6 Monate anhalten. Bei chronischen Yersiniosen kann die IgA-Reak-
tivitdt 2 - 3 Jahre - in Einzelfallen auch langer — persistieren (12). Entsprechende Kontrollen der serologischen Befunde haben
deshalb nur in groBeren Zeitabstanden von 4 - 6 Monaten einen Sinn. IgG-Antikérper persistieren Gber Jahre hinweg.

Bei einer Austestung von deutschen Blutspendern konnten bei 41% IgG-Antikérper nachgewiesen werden (16).

Testprinzip

Proteine des Erreger-Antigens werden durch ein spezielles Spruhverfahren auf eine Nitrozellulosemembran libertragen. Die
Nitrozellulosemembran wird dann in Einzelstreifen geschnitten.

Die Inkubation der antigentragenden Nitrozellulosestreifen mit Humanserum/-plasma-Proben erlaubt den Nachweis vorhan-
dener spezifischer Antikdrper. Diese Antikorper bilden Immunkomplexe mit dem auf den Teststreifen fixierten Antigenen. Nach
Entfernung der nicht gebundenen Antikérper durch Waschschritte, werden die einzelnen Nitrozellulosestreifen mit alkalischer
Phosphatase konjugierten anti-human IgG-, bzw. IgA- Antikdrpern inkubiert. Nachdem nicht gebundene konjugierte Antikorper
durch einen weiteren Waschschritt entfernt wurden, erfolgt die Sichtbarmachung der Antigen/Antikérper-Komplexe (der ge-
bundenen Antikorper) durch die Zugabe eines ungefarbten 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. Abhangig von dem beobachteten Bandenmuster kann man auf das Vorhandensein von spe-
zifischen 1gG-, bzw. IgA-Antikérpern schlielRen.
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4.

Packungsinhalt

4.1

4.2

5.
6.

Kit fiir 32 Bestimmungen

Nitrozellulose Teststreifen mit aufgesprihten Antigenen, folienverstarkt,

sortiert im Heftchen, gebrauchsfertig 1x
IgG oder IgA Cut off Kontrolle, Humanserum, vorverdiinnt 1x
Verdiinnungs-/Waschpuffer, pH 7,3 (10x konz.), mit Tris und Konservierungsmittel 2x
1gG- bzw. IgA- Konjugat (100x konz.)

Anti-Human, (Ziege)-Alkalische Phosphatase, mit Konservierungsmittel 1x
Substrat (BCIP/NBT), gebrauchsfertig 1x
Auswertungsprotokollblatt zum Protokollieren und Archivieren der Ergebnisse 1x

Kit fiir 96 Bestimmungen

Nitrozellulose Teststreifen mit aufgesprihten Antigenen, folienverstarkt,

sortiert im Heftchen, gebrauchsfertig 3x
IgG bzw. IgA Cut off Kontrolle, Humanserum, vorverdiinnt 2x
Verdiinnungs-/Waschpuffer, pH 7,3 (10x konz.), mit Tris und Konservierungsmittel 4x
1gG- bzw. IgA- Konjugat (100x konz.)

Anti-Human, (Ziege)-Alkalische Phosphatase, mit Konservierungsmittel 3x
Substrat (BCIP/NBT), gebrauchsfertig 3x
Auswertungsprotokollblatt zum Protokollieren und Archivieren der Ergebnisse 3x

Auf Anfrage zusétzlich erhaltlich:
IgG bzw. IgA -Positive Kontrolle, Humanserum, vorverdinnt, 1,0 ml.
Die positiven Banden > Cut off Bande kdnnen sie dem mitgelieferten Zertifikat entnehmen.
(Best.-Nr.: IgG: WE242P60 bzw. IgA: WE242P40)

IgG/IgA -Negative Kontrolle, Humanserum, vorverdiinnt, 1,0 ml.
Die negative Kontrolle zeigt keine Banden bzw. keine fiir die Auswertung relevanten Banden > Cut off Bande.
(Best.-Nr.: IgG/IgA: WE242N20)

Lagerung und Haltbarkeit des Testkits und der Reagenzien

32 Streifen
1,0 ml
50 ml

0,7 ml
57 mi
1 Stk.

32 Streifen
1,0 ml
50 ml

0,7 ml
57 ml
1 Stk.

Testkit bei 2-8°C aufbewahren. Die Haltbarkeit der einzelnen Komponenten ist auf dem jeweiligen Etikett vermerkt; Kit-Halt-
barkeit siehe Qualitatskontrollzertifikat.

1.

a0 DN

Die einzelnen Reagenzien nicht einfrieren und keinen hohen Temperaturen aussetzen.
Reagenzien nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden.
Lagerung der Reagenzien bei grellem Licht ist zu vermeiden.

Die BCIP/ NBT-Substratldsung ist lichtempfindlich und muss im Dunkeln aufbewahrt werden.
Nitrozellulose Teststreifen: Streifen nach der Entnahme aus dem Beutel sofort verwenden. Beutel mit den nicht bené-
tigten Streifen wieder fest verschlieRen und bei 2-8°C aufbewahren. Zur Archivierung der Ergebnisse sollten die Nitrozel-
lulose Teststreifen unbedingt vor direktem Sonnenlicht geschiitzt werden, um ein Verblassen der Banden zu vermeiden.

VIROTECH Yersinia enterocolitica IgG & IgA LINE Immunoblot DE

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 (lichtgeschutzt) 3 Monate
Waschlésung nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschutzt) 3 Monate
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endverdunnt (gebrauchsfertig) +2 bis +8°C 4 Wochen

endverdinnt (gebrauchsfertig) oder Raumtemperatur 2 Wochen

6. VorsichtsmaBnahmen und Warnhinweise

1. Als Kontrollseren werden nur Seren verwendet, die getestet und als HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK und Hepatitis-B-sur-
face-Antigen negativ befundet wurden. Trotzdem sollten Kontrollseren, Proben, verdiinnte Proben, Konjugate und die Ni-
trozellulose Teststreifen als potentiell infektioses Material betrachtet und entsprechend sorgfaltig gehandhabt werden. Es
gelten die jeweiligen Richtlinien flr Laborarbeiten.

2. Beider Durchfiihrung des Immunoblots sind Einmalhandschuhe zu tragen und eine Plastik-Pinzette zu benutzen.

3. Die Entsorgung der verwendeten Materialien erfolgt nach landerspezifischen Richtlinien.

4. Die Inkubationswannen sind vom Hersteller nur fir den Einmalgebrauch konzipiert. Ein mehrmaliger Gebrauch der
Inkubationswannen liegt in der Verantwortung des Anwenders. Bei evtl. Mehrfachverwendung empfehlen wir, die
Inkubationswannen nach Gebrauch mehrere Stunden in 1% Natriumhypochloritiésung zu desinfizieren, zu reinigen und
grindlich mit Leitungswasser und Aqua dest./deionisiert zu spulen.

7.  Zusatzlich benétigtes Material (wird nicht mitgeliefert)

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

Eine Spritzflasche zum Abstoppen

Pipette oder Handwaschgerat

Mikropipetten 5 ul - 1500 pl

Pipettenspitzen

Probenrdhrchen (Tubes) 2-20 ml Volumen

Plastikpinzette

Aqua dest. oder deionisiert

© © 0N O~ WDN=

-

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 erwahnt ist.

9. Testdurchfiihrung

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

9.1 Untersuchungsmaterial

1. Pro Patientenprobe werden 15 pl Serum oder Plasma benétigt.

2.  Blutproben sollten aseptisch durch Venenpunktion entnommen werden. Nach vollstandiger Gerinnung ist das Serum ab-
zutrennen (entfallt bei Plasma). Fur eine langere Aufbewahrung mussen die Seren bei -20°C eingefroren werden.

3.  Wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Seren ist zu vermeiden.

4.  Seren, die hitzeinaktiviert, lipdmisch, hdmolytisch oder mikrobiell kontaminiert sind, kénnen zu verfalschten Ergebnissen
fihren und sollten daher nicht verwendet werden.

5. Getrubte Serumproben (insbesondere nach dem Auftauen) nicht verwenden, ggf. zentrifugieren (5 min bei 1000 x g), kla-
ren Uberstand pipettieren und im Test einsetzen.

9.2 Vorbereitung der Reagenzien
1. Zur Anpassung an die Laborroutine, kénnen alle LINEs in einem Testlauf mit gleichen Inkubationszeiten und parameter- /
chargenubergreifenden Komponenten abgearbeitet werden. Die Cut off Kontrollen werden parameter- und
chargenspezifisch eingesetzt.
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9.3

Vor Verdiinnung alle Testreagenzien das jeweilige Konzentrat auf Raumtemperatur bringen. Nur Aqua dest./deionisiert
von hoher Qualitat und Raumtemperatur verwenden.

Verdiinnungen vor Testansatz gut durchmischen.

Verdiinnungs-/Waschpuffer

Der Verdlinnungs-/ Waschpuffer liegt 10-fach konzentriert vor. Das Verdiunnungs-/ Waschpufferkonzentrat 1:10 mit de-
stilliertem oder deionisiertem Wasser verdiinnen (10ml/50mli/100ml Konzentrat + 90mi/450mI/900ml A. dest./deionisiert),
gut mischen.

Sowohl der konzentrierte als auch der verdiinnte Verdiinnungs-/ Waschpuffer kénnen eventuell eine Gelbfarbung aufwei-
sen. Diese Gelbfarbung hat weder Einfluss auf die Haltbarkeit des Verdiinnungs-/ Waschpuffers, noch auf die Funktiona-
litat und diagnostische Aussagekraft des Testansatzes.

IgG- bzw. -IgA-Konjugat

Das Konjugat 1 + 100 mit endverdiinntem Verdiinnungs-/Waschpuffer verdiinnen, gut mischen. Pro Serumprobe wird
1,5ml Konjugat-Gebrauchslésung benétigt. Siehe Konjugatverdiinnungstabelle (Punkt: ,Testablaufschema®).
Substratlosung

Die Substratlésung wird gebrauchsfertig geliefert.

Immunoblot Testdurchfiihrung

Achtung: Die Nitrozellulose Teststreifen diirfen nur in der freigegebenen Ig-Klasse getestet werden

(siehe Etikett auf dem Blotheftchen und Bezeichnung auf jedem einzelnen Teststreifen).

Fiir die korrekte Durchfiihrung und Beurteilung des Yersinia enterocolitica LINEs, muB bei jedem
Testansatz eine parameter- und chargenspezifische Cut off Kontrolle mitgefiihrt werden.

Die Testdurchfiihrung erfolgt bei Raumtemperatur.

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

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

4. Die verstarkten Nitrozellulose Teststreifen sind innerhalb einer Minute vollstéandig befeuchtet und kénnen in Ricken-,
Bauch- oder Seitenlage inkubiert werden.

5. Je 15pl Patientenserum/-plasma bzw. 100ul der Cut off / Positiven / Negativen Kontrolle zupipettieren, mdglichst am
oberen, markierten Streifenende. Patientenserum und Kontrolle 30 Minuten auf dem Schittler inkubieren. Beim Pipettie-
ren und anschlieBendem Abgiellen darauf achten, dass es nicht zu einer Kreuzkontamination der einzelnen Patienten-
proben kommt.

6. Flussigkeit aus den Rinnen vollstandig absaugen, oder vorsichtig abgief3en. Beim Abgiel3en der Flissigkeit bleiben die
Nitrozellulose Teststreifen am Boden der Rinnen haften. Restflissigkeit auf einem Saugpapier abtropfen.

7.  Streifen Waschen: mit je 1,5 ml gebrauchsfertigem Verdiinnungs-/Waschpuffer 3 x 5 Minuten auf dem Schittler inkubie-
ren. Waschpuffer immer vollstandig absaugen oder abgief3en. Vor Ablauf des letzten Waschschrittes die bendtigte
Menge an frischer Konjugatverdiinnung (s. Tabelle) herstellen.

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

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

10.  Flissigkeit aus den Rinnen vollstandig absaugen oder abgielRen.

11.  Streifen Waschen: mit je 1,5 ml gebrauchsfertigem Verdiinnungs-/Waschpuffer 3 x 5 Minuten auf dem Schiittler inkubie-
ren. Waschpuffer immer vollstadndig absaugen oder abgieRen. Anschlieend 1 x 1 Minute mit Aqua dest./deionisiert
spllen.

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

13.  Je 1,5 ml gebrauchsfertige Substratlosung in die Rinnen pipettieren und 10 £ 3 Minuten auf dem Schttler entwickeln.

14.  Farbentwicklung stoppen durch Abgieen der Substratldsung. AnschlieRend Streifen ohne Zwischeninkubation 3 x mit je
1,5 ml Aqua dest./deionisiert waschen.
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15.  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-
rick. Verstarkte Nitrozellulose Teststreifen bendtigen im Vergleich zu den herkdmmlichen Nitrozellulose Teststreifen et-
was langer, bis sie getrocknet sind.

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

Testablaufschema siehe letzte Seite)

9.4 Einsatz von Immunoblot-Prozessoren
Fir die automatisierte Abarbeitung der Blots und LINEs sind folgende Gerate validiert: Apollo und Profiblot. Grundsatzlich 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.

2. Konjugatkontrolle (= conjugate control):
Der LINE Streifen ist mit einer Konjugatkontrollbande ausgestattet, die nach 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 Einsatz der Cut off Kontrolle
Banden, deren Intensitat schwacher als die Cut off Bande YopD der Cut off Kontrolle sind, werden nicht in die Bewertung
einbezogen.
Ebenfalls nicht in die Bewertung mit einbezogen wird die Durchseuchungsbande YopDD, die nur auf den IgG-Teststreifen
aufgebracht ist. Eine YopDD Bande > Cut-off bei negativer Serologie deutet auf einen friiheren Kontakt mit Yersinia hin.

10.2 Bedeutung der Antigene

gntlg_enl Molc-:\kular- Bedeutung der Antigene Spezifitat der Antikorper im LINE
ezeichnung gewicht
YopM (2a) 48 kD
"Yersinia outer proteins" (Yop) sind
YopH (2b) 45kD plasmidkodierte Proteine, die von
den Bakterien ausgeschleust und Sowohl IgG als auch IgA Antikérper ge-
YopB (3) 42 kD von allen humanpathogenen Yersi- | gen "Yersinia outer proteins" sowie V-Ag
nien gebildet werden. sind hochspezifisch fiir eine Infektion mit
V-Ag (17) 38 kD pathogenen Yersinien.
V-Antigen oder auch LcrV unterliegt
YopD (4a) 36 kD den gleichen Regulierungen wie die
Yops und wurde nur historisch be-
YopE (5) 27 kD dingt anders benannt.

Es treten keine Kreuzreaktionen mit Salmonella thyphimurium, Campylobacter jejuni oder Brucella auf (13, 14).

Die YopDD Bande (die letzte Bande auf den Teststreifen), die nur auf dem IgG-Streifen vorhanden ist, wird nicht in die Bewer-
tung mit einbezogen. Eine YopDD Bande bei einem negativen Befund in einer Intensitat > als die Cut Off-Bande weist auf
einen friiheren Kontakt mit Yersinia hin.

Seite 7 von 11 REV 20
VIROTECH Yersinia enterocolitica IgG & IgA LINE Immunoblot DE Freigabedatum 18.09.2024 11:35



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

Auftretende Bande(n) Bedeutung Beurteilung
Keine Banden Kein serologischer Hinweis auf eine Yersinien-Infektion oder langer Neaativ
> Cut-off-Bande zurlickliegende Yersiniose. 9
Eine Bande Antikdrper gegen Yersinien sind nachweisbar.
> Cut-off-Bande Abgeschwéchte Reaktion bei Rekonvaleszenz, persistierenden Anti- Auffali
kérpern oder bei gerade beginnender Infektion. Die Anforderung ei- uttallig
(aufer YopD) ner Verlaufskontrolle ist empfehlenswert.
Isolierte YopD (36 kD) Antikorper gegen Yersinien sind nachweisbar.
> Cut-off-Bande Uber 90% der Patienten mit Yersinien-Arthritis bilden IgA-Antikorper o
) . . h Positiv
gegen YopD. Es kann sich auch um eine frische Infektion oder per-
sistierende Antikérper handeln.
Zwei Banden Antikdrper gegen Yersinien sind nachweisbar.
> Cut-off-Bande Eine Infektion ist wahrscheinlich. IgG- und IgA-Antikérper kdnnen Positiv
Uber Jahre persistieren.
YopDD (Durchseuchung) Positive Durchseuchungsbande. Hinweis auf einen friheren Kontakt
> Cut-off-Bande mit Yersinia

Zur Beurteilung der IgA-Ergebnisse sollten méglichst auch die IgG-Ergebnisse berlicksichtigt werden, da starke Bandeninten-
sitaten und eine hohe Anzahl an Banden im IgG und IgA das typische serologische Bild einer Yersinien induzierten reaktiven
Arthritis darstellen (8).

Der Yersinia enterocolitica LINE ist im IgG spezifisch eingestellt, damit nur deutliche Titer erfasst werden. Einen Hinweis zur
allgemeinen Durchseuchung im IgG liefert die YopDD-Durchseuchungsbande, die einen friilheren Kontakt mit Yersinien an-
zeigt.

10.4 Grenzen des Tests

1. Sowohl die IgA, als auch die IgG LINE Ergebnisse sollten bei der Diagnose von Patienten mit Verdacht auf Yersinien ein-
bezogen werden.

2. Die Persistenz der IgA-Antikérper nach erfolgreicher Behandlung kann 6 Monate bis 3 Jahre betragen. Die 1gG-Antikor-
per persistieren in der Regel viele Jahre.

3. Obwohl es differential-diagnostisch keine Rolle spielt, sind theoretisch Kreuzreaktionen mit Seren, die gegen Pseudomo-
nas aeruginosa gerichtet sind, nicht vollig auszuschlielen. Bei P. aeruginosa einem opportunistischen Pathogen, das
normalerweise nur immunkomprimierte Individuen infiziert, konnten funktionell ahnliche, sog. ,type Ill secretion machi-
nes” gefunden wurden [YopB u. YopD homolog zu PopB and PopD] (18, 19).

4. Der Yersinia enterocolitica LINE ist nicht zur Diagnosestellung von akuten enteritischen Erkrankungen geeignet.

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

11. Leistungsdaten

11.1 Sensitivitat
Zur Bestimmung der Sensitivitat wurden klinisch charakterisierte Seren im Yersinia enterocolitica LINE und in einem rekombi-
nanten Yop D ELISA als Referenz getestet.

Sensitivitat
Serenkollektiv (n=84)
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Yersinia enterocolitica | Yersinia enterocolitica Yop D ELISA

IgG Line Immunoblot | pegativ auffillig positiv
negativ 12 1 0
auffillig 2 0 0
positiv 5 1 63

Yersinia enterocolitica | Yersinia enterocolitica Yop D ELISA

IgA Line Immunoblot | pegativ auffillig positiv
negativ 17 4 3
auffallig 2 0 0
positiv 11 2 45

Die Sensitivitat betrégt fiir den Yersinia enterocolitica IgG Line Immunoblot >99,9% und fiir den IgA Line Inmunoblot
93,8%.
Auffillige Seren wurden bei der Berechnung nicht beriicksichtigt.

11.2 Spezifitidt und Durchseuchung
Zur Bestimmung der Spezifitat wurden Blutspenderseren im Yersinia enterocolitica LINE getestet.

Yersinia enterocolitica
IgG Line Immunoblot
(Blutspenderseren,

n=69)
positiv 8
auffallig 1
negativ 60

Yersinia enterocolitica
IgA Line Immunoblot
(Blutspenderseren,

n=87)
positiv 9
aufféllig 2
negativ 76

Die Spezifitat betragt fiir den Yersinia enterocolitica IgG Line Immunoblot 88,2% und fiir den IgA Line Immunoblot
89,4%. Mit der Yop DD ergibt sich im IgG eine Durchseuchungsrate von >40%.
Auffallige Seren wurden bei der Berechnung nicht beriicksichtigt.

11.3 Intra-Assay-Prazision (Wiederholbarkeit)
Fir die Ermittlung der Wiederholbarkeit wurden in einem Versuchsansatz 32 Nitrozellulose Teststreifen mit einem Serum im
1gG und IgA inkubiert. Die Banden zeigen jeweils auf dem gesamten Nitrozellulose-Sheet einheitliche Intensitaten.

11.4 Inter-Assay-Prazision (Reproduzierbarkeit)
Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit wurden 3 Seren getestet. Die Bestimmung erfolgte in 10 verschiedenen Testansatzen
von 3 Testpersonen. Es handelt sich um ein negatives Serum, ein Serum mit hoher Bandenintensitat und eine cut-off Kon-
trolle.
In allen unabhangigen Testungen wurden die serologischen Vorgaben genau getroffen.
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13. Symbole
Siehe Gebrauchsanweisung!
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14. 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 yl Patientenserum/-plasma / 100 pl
Kontrolle in je 1,5 ml Verdiinnungs-/Waschpuf-
fer

Mit je 1,5 ml Verdiinnungs-/Waschpuffer

Mit 1,5 ml Gebrauchsverdiinnung ( 1 + 100 )

Mit je 1,5 ml Verdiinnungs-/Waschpuffer
Mit Aqua dest./deionisiert

Mit je 1,5 ml Substratldsung

Mit je 1,5 ml Aqua dest./deionisiert

Konjugatverdiinnungstabelle: (gerundet)

Anzahl Streifen 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Verdiinnungs/ Waschpuffer | | 5 | 30mi | 45m |60ml | 7.5m | 90ml | 11,0m | 12.0mi | 14,0ml | 15,0mi
Konjugat-Konzentrat 15l | 30ul  |45pl  [eoul | 75ul | 9opl | 110ul | 120pl | 140ul | 150pl
Endvolumen 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml | 6,06ml | 7,575ml | 9,09ml | 11,11ml | 12,12ml | 14,14ml | 15,15ml
Anzahl Streifen 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Verdiinnungs/ Waschpuffer | 17 o | 180mi | 20,0ml | 21,0ml | 23,0ml | 24,0mi | 26,0ml | 27,0m! | 29,0ml | 30,0mi
Konjugat-Konzentrat 170pl | 180ul | 200u | 210p | 230u1 | 240p | 260u | 270p | 200u1 | 3004l
Endvolumen 17,17ml | 18,18ml | 20,2mi_| 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
Verdiinnungs/ Waschpuffer | 5) o | 33 0mi | 350ml | 36,0ml | 38,0ml | 39,0ml | 41,0ml | 42,0ml | 44,0ml | 45,0mi
Konjugat-Konzentrat 320u | 330ul | 350u | 360ul | 380ul | 390ul | 410ul | 42041 | 440 | 45041
Endvolumen 32,32mi | 33,33mi | 35,35ml | 36,36mi | 38,38mi | 39,30mi | 41,41ml | 42,42mi | 44,44ml | 45 45m
Anzahl Streifen 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Verdinnungs/ Waschpuffer | 47 . | 48, 0ml | 50,0ml | 51,0ml | 53,0ml | 54,0ml | 56,0ml | 57,0ml | 59,0ml | 60,0ml
Konjugat-Konzentrat 4704l | 480pl | 500u1 | 510pl | 530pl | 540ul | 560ul | 570ul | 59041 | 6004l
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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