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Gebrauchsinformation

ce
BIOGNOST® BARTONELLA HENSELAE ANTIKORPER NACHWEIS

INDIREKTE IMMUNFLUORESZENZTESTS zum Nachweis vorGgind IgM ANTIKORPERN gegen BARTONELLA HENSELAE lumanem Serum

Testkit fur 60 1gG Bestimmungen, Best.Nr. BH-16060
Testkit fur 120 IgG Bestimmungen, Best.Nr. BH-16120
Testkit fur 60 IgM Bestimmungen, Best.Nr. BH-1606M
Testkit fir 120 IgM Bestimmungen, Best.Nr. BH-1612M

Alle Reagenzien der Testkits und weitere Reagerfdieden Nachweis von Antikérpern gegen Bartonleélaselae sind auch einzeln erhéltlich
Testdauer: ca. 90-120 min

BESTIMMUNGSGEMARER GEBRAUCH

Die Biognost® Bartonella henselae Ak Nachweise siaifekte Immunfluoreszenztests fiir die qualitatind/oder semi-quantitative Bestimmung von 1gG ighdi
Antikdrpern gegen Bartonella henselae in humanemn$eDie Biognost® Bartonella henselae Ak IFTs stndh Einsatz in der Diagnostik der Katzenkratzkteaik
bestimmt.

EINFUHRUNG

Das klinische Syndrom "Katzenkratzkrankheit" wubdeeits zu Beginn der dreiiger Jahre beschridbeireinem typischen Krankheitsverlauf entwicketthsi
zuerst, meistens in der Nahe von Kratzverletzumiyenh Katzen, eine Entziindung in Form einer nicbk¢nden und nicht eitrigen Pustel. Darauf folgeei
Schwellung und Entziindung der regionalen Lymphkndiéese Lymphadenitis ist ein charakteristischga@om der Katzenkratzkrankheit. Bei histologischen
Untersuchungen zeigen die entziindeten Lymphknatefiiedie Katzenkratzkrankheit typisches Bild (Hyplasie der Reticulum-Zellen, Granulome, Bilduiog v
Mikroabszessen und Eiter). Bei vielen Patientediste Phase von Fieber und Unwohlsein begleigtterser konnen auch Symptome wie Ausschlag, Pneitision
Konjunktivitis, Hepatomegalie oder Enzephalitisteaten. Ublicherweise dauert die Erkrankung 2-4 Bterund heilt spontan aus. Es gibt aber auch Beriiher
wesentlich langer andauernde Erkrankungen unddsdhevere Verlaufe mit starken Komplikationen.

Aufgrund der klinischen und epidemiologischen Gegéteiten wurde schon immer eine Infektion als Ureater Katzenkratzkrankheit vermutet. Bei den reaist
Patienten lasst sich in der Anamnese ein Kontaktataen feststellen, bei etwa 60% geht direkt &edetzung durch Katzen voraus. Auch eine Ubertnggdurch
Katzenflohe wird diskutiert.

In letzter Zeit wurden zwei Bakterien isoliert, it der Katzenkratzkrankheit in Verbindung gebtaglrden, Afipia felis und Bartonella henselae.tBaella
henselae wurde zuerst als Erreger von bakterigfigiomatose und Poliosis hepatis beschrieben, Kreitgbilder die bei AIDS-Patienten auftreten konriemmer
mehr Daten deuten darauf hin, dass zumindest diet\éé der Katzenkratzkrankheitsfélle auf Bartoméienselae zuriickzufiihren sind. Eine BeteiligungAdipia
felis kann zwar noch nicht ganz ausgeschlossenenexdird aber immer unwahrscheinlicher. Dies windtadurch serologische Studien nahegelegt in deaeetwa
90% der Patienten mit vermuteter Katzenkratzkraitldreohte Titer gegen Bartonella henselae gefundeden. Erste Studien im deutschen Raum zeigen ein
Durchseuchung von liber 10% der Hauskatzen mit Belttohenselae.

Neuere Basensequenz-Untersuchungen phylogenetisslervativer Abschnitte der 16S rRNS-Region unceem@igenschaften bei rickettsienartigen Bakterien
belegen eine enge Verwandtschaft zwischen den Roaea- und Bartonella-Species und fuhrten zur gesaenen Eingruppierung der Arten B. quintana, B.
vinsonii, B. henselae und B. elizabethae in digupat Bartonella (Familie Bartonellaceae, OrdnungkBitsiales).

TESTPRINZIP

Der Test basiert auf der klassischen Methode dfrekten Immunfluoreszenz. Die Substratobjekttrégied mit Antigen beschichtet. Im ersten Schrittdwi
Patientenserum auf den Objekttrager aufgebrachtnkudbiert. Falls im Serum Antikdrper gegen dashzaeveisende Antigen vorhanden sind, werden diese
gebunden. Unspezifische Antikérper, sonstige Pmetesw. werden durch einen Waschschritt entfermt.dihe Beschadigung oder das Ablésen des Antigens z
vermeiden, darf wahrend des Waschens nicht gevigiden. Nach Auftragen des entsprechenden FITCiertek Antihumanimmunglobulins (Konjugat) und
erneuter Inkubation im zweiten Schritt wird nochsnggéwaschen, um Uberschiissiges Konjugat zu entfebee Komplex Antigen / humane Antikérper / Kongiig

ist dann unter einem Fluoreszenzmikroskop bei 40Wfd&cher VergroRerung sichtbar.

Beim Nachweis von IgM und/oder IgA Antikdrpern wieth Trennsystem (Biosorb®) zur Absorption von lg& Rheumafaktoren dem ersten Schritt vorgeschaltet
Enthélt das zu untersuchende Serum keine Antikdpgen das entsprechende Antigen, so unterblatBittiung spezifischer Antigen-Antikdrper-Komplexénter
dem Mikroskop sind dann auch keine spezifischenrekzenzmuster beobachtbar.

GRENZEN DER METHODE

Die Nachweise mittels indirekter Imnmunfluoreszenhtek weisen qualitativ die jeweiligen Antikérpesieh. Der individuelle Antikorpertiter eines Patismkann
nicht als Maf fur die Schwere der Erkrankung geseferden, da Antikdrper von verschiedenen Patientgarschiedliche Affinitaten aufweisen kdnnen. b ist
eine absolute Standardisierung der Ergebnisse sdgwAndererseits ist dieser Nachteil namlich (theoretisch) optimale Breite des Antigenangehies grofite
Vorteil dieser Methode. Indirekte Imnmunfluoreszests sind gute Screening Tests.

Durch den Einsatz positiver Kontrollen, bei denenTter angegeben sind, ist eine semiquantitaiivesage moglich.

Das Testergebnis sollte nicht als alleinige BasisBeurteilung des klinischen Bildes verwendet wercer sollte immer im Gesamtzusammenhang (klieisch
Symptomatik, Zeitpunkt der Probennahme, andere ivedste, Hersteller und eigener Referenzbereicl) et in Kombination mit anderen verfligbaren
Patientendaten gesehen werden.

INHALT DER TESTKITS UND SONSTIGE TESTREAGENZIEN*

1. TESTKITS

Best.Nr. BH-16060: Biognost® Bartonella hensela@ IGT; 60 Bestimmungen: 10 Objekttrager mit 6 Aadstellen; 0,3 ml IgG positive Kontrolle; 0,5 migagive
Kontrolle; 2 ml IgG Konjugat mit Evans blue; 1,5 Eihschlussmedium; 2x 10 g PBS Puffer FestsubsteihReckglaser.

Best.Nr. BH-16120: Biognost® Bartonella hensela@ IGT: 120 Bestimmungen: 10 Objekttrager mit 12thadstellen; 0,3 ml IgG positive Kontrolle; 0,5 ml
negative Kontrolle; 3 ml IgG Konjugat mit Evans &]u,5 ml Einschlussmedium; 2x 10 g PBS Pufferdtdsttanz; 15 Deckglaser.

Best.Nr. BH-1606M: Biognost® Bartonella henseldd I T; 60 Bestimmungen: 10 Objekttrager mit 6 Aafistellen; 0,2 ml IgM positive Kontrolle; 0,5 ml
negative Kontrolle; 2 ml IgM Konjugat mit Evans bluL,5 ml Einschlussmedium; 2x 10 g PBS Pufferdtasttanz; 15 Deckglaser.

Best.Nr. BH-1612M: Biognost® Bartonella henselad I T: 120 Bestimmungen: 10 Objekttrager mit 12 #adstellen; 0,2 ml IgM positive Kontrolle; 0,5 ml
negative Kontrolle; 3 ml IgM Konjugat mit Evans bluL,5 ml Einschlussmedium; 2x 10 g PBS Pufferdtasttanz; 15 Deckglaser.

2. EINZELREAGENZIEN

2a. Objekttrager:

Best.Nr. BH-1606 bzw. Best.Nr. BH-1612: Biognost@rtdnella henselae Objekttrager; beschichtet mp-HEZellen, intrazellulér infiziert mit Bartonell®enselae
(Houtson Stamm, ATCC 19882); ausgetestet fiir dénuigd IgM Nachweis (die Eignung fur den IgA Nachsvist nicht ausgeschlossen); 6 bzw. 12 Auftragstell

Bios®, Biosite®, Biognost®, Biolisa®, Biosave®, Bsorb®, Biomedix®, Bionostix®, Biostik®, Biochip®, Boservice®, Biotainer®, Biodata®, Diagnos® und Repe® sind
registrierteWarenzeichen der Firma Bios® GmbH Labowdiagnostik, Deutschland.
Die mit ® gekennzeichneten Warenzeichen in dieseneXt sind Eigentum der Bios GmbH.
Unsere Gebrauchsinformationen sind geistiges Eigamn der Firma Bios und nur nach unseren Vorgaben zwerwenden.
Bios® GmbH Labordiagnostik, Hofmannstr. 5-7, D-823Viinchen,
Fon/Fax: +49 89/898895-41/40, e-maibs@bios-world.comBiosite® www.bios-world.com
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2b. Positive Kontrolle:

Best.Nr. BH-1601: Biognost® Bartonella henselae fSitive Kontrolle; stabilisiertes Humanserum heiitt IgG Antikorper gegen Bartonella henselae,
gebrauchsfertig, Titerangabe auf dem Etikett; 0,3 m

Best.Nr. BH-1602: Biognost® Bartonella henselae lgdsitive Kontrolle; stabilisiertes Humanserum heitt IgM Antikérper gegen Bartonella henselae,
gebrauchsfertig, Titerangabe auf dem Etikett; 0,2 m

2c. Negative Kontrolle- verwendbar fur alle Biognost® infektionsserokagien Immunfluoreszenztests:
Best.Nr. 1111I: Biognost® und Biosave® negative tfolfe fir die Infektionsserologie; stabilisiertdsimanserum, enthalt keine Antikdrper gegen
infektionsserologische Antigene (lgG, IgM, IgA) byauchsfertig; 0,5 ml.

2d. Konjugate - verwendbar fiir alle Biognost® infektionsserokmien und autoimmunologischen (HEp-2 Zellen) Imiuanészenztests:

Best.Nr. 1501G; Best.Nr. 15301G bzw. Best.Nr. 13180Biognost® IgG Konjugat; Antihumanimmunglobu®) FITC markiert, mit Evans blue Gegenfarbung,
gebrauchsfertig; 2 ml, 3 ml bzw. 10 ml.

Best.Nr. 1501M, Best.Nr. 15301M bzw. Best.Nr. 151100 Biognost® IgM Konjugat; AntihumanimmunglobulM, FITC markiert, mit Evans blue Gegenfarbung,
gebrauchsfertig; 2 ml; 3 ml bzw. 10 ml.

2e. Sonstige Reagenzierverwendbar fir alle Biognost® Immunfluoreszesize

Best.Nr. 1605 bzw. Best.Nr. 1606: Biognost® Phogpiliféer; 4x 5 g bzw. 2x 10 g leicht lésliche PBSffeuFestsubstanz zur Herstellung von jeweils 50@zwv.
1000 ml Pufferldsung; enthalt 10 mM NaPhosphat, 5@ mM NaChlorid, pH 7,5.

Best.Nr. 1610 bzw. Best.Nr. 161010: Biognost® Ellessmedium pH 7,5; gebrauchsfertig; 1,5 ml bzwmil0

Best.Nr. 1706 bzw. Best.Nr. 17606: Biognost® Sapigrachablonen fir Objekttrager mit 6 Auftragstell#0 Stiick bzw. 60 Stuck.

Best.Nr. 1712 bzw. Best.Nr. 17612: Biognost® Sapigrachablonen fir Objekttrager mit 12 Auftragste]l10 Stiick bzw. 60 Stiick.

Best.Nr. 1700 bzw. Best.Nr. 17200: Biognost® Deékgl; 15 Stiick bzw. 200 Stiick.

2f. 1gG/IgM (IgG/IgA) Trennsysteme:
Best.Nr. 90-1048 bzw. Best.Nr. 90-1120: BiosorbgI(IgA) Isolierung mittels anti-human IgG Antiseny IgM (IgA) Endverdiinnung 1:5; 2 ml fiir ca. 48
Patientenproben (Trennungen) bzw. 5 ml fiir ca. R&entenproben (Trennungen); Gebrauchsinform&est.Nr. SO001tid.

ZUSATZLICH ERFORDERLICHE MATERIALIEN

Reaktionsgefalie zur Herstellung der Verdiinnungsmneih

Pipetten (Bereich 1-1000 pl)

Vortex Mischer

Messkolben (500 ml bzw. 1000 ml) zur Herstellung Blosphatpuffers

Destilliertes oder demineralisiertes Wasser

Feuchte Kammer

Brutschrank (37°C)

Farbetroge (mdglichst groR)

Spritzflasche fur PBS Puffer

Kurzzeitmesser

Dunkelfeld Fluoreszenzmikroskop mit trockenem Objefohne Immersionsél zu benutzen) mit Filterrr, dine Anregungswellenlange von 450-490 nm und eine
Emission von 560-590 nm. Fir eine hohere Empfidtit ist ein Auflichtmikroskop einem Durchlichtrmdskop vorzuziehen.

LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Objekttrager, Kontrollen, Konjugate und Biosorb®saén bei der jeweils auf dem Etikett angegebenerp@eatur gelagert werden. Die Objekttréager sindesiein
wegen der Austrocknungs- und Denaturierungsgefatgaschlossenen Aluminiumbeutel luftdicht verscidvel lagern. Bei vorschriftsmaRiger Lagerung siied
Reagenzieningetffnetbis zum Verfallsdatum haltbar. Nach Ablauf desfaésdatums sind sie nicht mehr zu verwenden.

Nach Anbruch missen die Reagenzien wieder gutiMessen und bei der auf dem Etikett angegebenempdetur gelagert werden. Sie sind dann schnelldtoidg
zu verbrauchen. Der Verfall einer Charge defimécht die Haltbarkeit bei Wiederverwendung.

Die PBS Puffer Festsubstanz ist bei Raumtempeuaitidarunteungedffnet d.h. im Aluminiumbeutel luftdicht verschweil3t,hegrenzt haltbar.
Einschlussmedium, Saugpapierschablonen und Deekgia®sl bei Raumtemperaturlagerung oder niedrigegerperatur ebenfalls unbegrenzt haltbar. Das
Verfallsdatum auf dem Etikett dient beim PBS Pyft&inschlussmedium sowie bei den Saugpapierschablond Deckglésern der Organisation der Lagerhgltun
Angesetzte PBS Pufferldsung (pH 7,5) ist am selmmnzu verbrauchen, da sie kein Konservierungsheittihalt. Bei Verwendung am néchsten Tag muss sie
zwischenzeitlich bei 5-10°C verschlossen gelagertien. PBS Pufferlésungen mit Schlieren-, Flocketer Trilbungsbildung bzw. Farb- oder pH-Wert-Anderu
sind zu verwerfen.

SICHERHEITSHINWEISE

1. Alle im Punkt INHALT aufgefiihrten Kits und Reageen sind ausschlie3lich fur die in vitro Diagnlkgtestimmt.

2. Alle humanen Seren, die zur Herstellung der imk? INHALT aufgefuhrten Zubereitungen aus huma8eren (Kontrollen) verwendet wurden, sind potehtiel
infektids. Sie sollten mit der entsprechenden \abrisverwendet werden.

3. Kontrollen, Konjugate und Einschlussmedium elteine0,09% Natriumazid. Natriumazid ist giftig. Deerschlucken und Haut- bzw. Schleimhautkontakeist
vermeiden. Natriumazidhaltige Reagenzien dirfehtniut kupfer- oder bleihaltigen Gegenstanden imbifelung gebracht werden (Bildung explosiver Salze)
4. Einige Konjugate enthalten Evans blue (auf deikkeE angegeben). Evans blue kdnnte karzinogem (sleir Schweizer Giftklasse 1* zugeordnet). Verrari®ie
deshalb das Verschlucken sowie den HautkontakEm@ns blue haltigen Lésungen.

5. Sicherheitsbestimmungen der Berufsgenossenaamditles jeweiligen Institutes (Labors) bezugligsgbfahrdenden, giftigen und reizenden Stoffen siniétt zu
beachten (siehe Aushange, Laborjournal, Sichetieébrung sowie die aus Zertifizierung bzw. Akktiedlung resultierenden Arbeitsvorschriften).

6. Die aktuellen Regeln der guten Laborpraxis (Goalgloratory Practice, GLP) sollten immer beachtetden.

7. Nach der Testdurchfuhrung sind alle im Test beten Reagenzien und Seren entsprechend den gasatzBestimmungen zu entsorgen und der Arbeitsplat
desinfizieren.

UNTERSUCHUNGSMATERIAL

Als Untersuchungsmaterial kann Serum oder Plasngesetzt werden. Bei 5-10°C ist Serum/Plasma ¥dodhe haltbar. Fir eine Lagerung und Mehrfachnigzun
sollten Seren/Plasmen in kleinere Portionen (> 3@ufgeteilt, in flissigem Stickstoff schockgefearund bek-20°C eingefroren werden. Wiederholtes Einfrieren
und Auftauen von groReren Mengen an Seren/Plasaram zur Bildung von Proteinaggregaten sowie zumadblon Serum/Plasmabestandteilen flihren und ist
deshalb zu vermeiden. Da Azid bei den durchzufideerUntersuchungen nicht stort, wird Serum/Pladbes auch durch Zugabe von 0,09% Azid fur langeie Ze
(= 1 Jahr) im Kuhlschrank in der Regel ohne Analftist lagerfahig.

Beim IgM bzw. IgA Nachweis wird eine Vorbehandluthes Patientenserums notwendig, um Stéreffekte dehdumafaktoren, welche das Vorhandensein von IgM
vortauschen kénnen, und IgG Antikdrper, welchelgl/IgA Bindung kompetitiv hemmen kénnen, zu verdes. Die Trennung der Antikdrperklassen kann mit
dem von Bios® erhéltlichen gebrauchsfertigen Trgstesn Biosorb®&urchgefihrt werden (siehe Trennsysteme). Hierénden 1 Teil Patientenserum und 4 Teile

Bios®, Biosite®, Biognost®, Biolisa®, Biosave®, Bsorb®, Biomedix®, Bionostix®, Biostik®, Biochip®, Boservice®, Biotainer®, Biodata®, Diagnos® und Repe® sind
registrierteWarenzeichen der Firma Bios® GmbH Labowdiagnostik, Deutschland.
Die mit ® gekennzeichneten Warenzeichen in dieseneXt sind Eigentum der Bios GmbH.
Unsere Gebrauchsinformationen sind geistiges Eigamn der Firma Bios und nur nach unseren Vorgaben zwerwenden.
Bios® GmbH Labordiagnostik, Hofmannstr. 5-7, D-823Viinchen,
Fon/Fax: +49 89/898895-41/40, e-maibs@bios-world.comBiosite® www.bios-world.com
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Biosorb® zusammenpipettiert und durchmischt. Disd¥ung lasst man 15 Minuten reagieren. Diese 1rtBivmung kann dann unverdinnt oder mit PBS Puffer
weiterverdiinnt direkt in den Test eingesetzt wer@ém Zentrifugationsschritt ist nicht erforderlich.

Obwohl fur die IgG/IgM Trennung optimiert, kann Barb® auch zur Probenvorbehandlung bei IgA Bestimgea verwendet werden. IgG Antikdrper werden aus
der Probe entfernt, wahrend IgM und der grof3te dagillgA Antikorper in der Probe verbleiben. Durdib Vorbehandlung werden die Proben verdinnt. Der
Verdiinnungsfaktor von 1:5 ist bei der Herstellueg Bestverdiinnungen fir den IgM bzw. IgA Nachweideriicksichtigen. Die Trennung sollte unmittehar

dem Testansatz erfolgen.

QUALITATSKONTROLLE UND FEHLERSUCHE

Eine positive Kontrolle fiir jeden zu interpretieten Parameter und eine negative Kontrolle soliséjfellem Testlauf mitgefiihrt werden. Ergeben dietiGlien nicht die auf
dem Etikett angegebenen Ergebnisse, ist der Tgéttigrund muss wiederholt werden.

Kann der auf dem Etikett der positiven Kontrollggegebene Titer (+ 1 bis 2 Verdiinnungsstufen) im émierlabor nicht reproduziert werden, so sollterjitit
werden, ob ausschlie3lich Biognost® Testreagenmiehestansatz verwendet wurden oder z.B. ander&dbiser, anderes Einschlussmedium, nicht frisch
angesetzter Biognost® Puffer. Weiterhin muss Uligrpverden, ob das benutzte Fluoreszenzmikroskopagidfrei funktioniert; mdgliche Fehlerquellen sind
Olverschmutzte Objektive, Dejustierung oder einedwache Lampe. Desweiteren ist zu priifen, olRdagenzien richtig gelagert wurden bzw. bereittallen
sind, ob die im Testansatz verwendete feuchte Karfeneht genug ist, ob der Objekttrager mit einelrskft beschriftet wurde (bitte nur harten Bléfisbenutzen)
etc. Auch sollten die Reagenzien auf keinen FatthltErhitzen auf Raumtemperatur gebracht werden.

Konjugate kdnnen durch die Pufferleerwertkontrallé eventuelle unspezifische Anfarbung des Sulestridverprift werden: Analog den Kontrollen oder den
vorverdiinnten Patientenseren wird auf eine Auftedigsdie entsprechende Menge PBS Pufferlésungetraigen und der Uiblichen Testdurchfiihrung unteemorf
Die Sensitivitat und Spezifitit dieses Tests uiggtleiner standigen Uberwachung durch das Bios@itiétiabor. Bios® setzt alle verfiigbaren WHO oder
anderweitig definierten Kontroll- bzw. Serumstartfazur Teststandardisierung ein.

Die Biognost® positiven und negativen Kontrollendsanhand der verfiigbaren Standards oder Sereklimisth charakterisierten Patienten bzw. Blutspgend
kalibriert.

Eine Gewahrleistung durch die Firma Bios® ist nanid gegeben, wenn die Angaben der Gebrauchsinfomeatakt eingehalten, im Test nachweislich nursBio
Produkte eingesetzt werden und der Test nur duchgersonal durchgefuhrt wird.

TESTDURCHFUHRUNG

Die Biognost® Objekttrager, Kontrollen und das Kaygt sind gebrauchsfertig, sobald sie sich auf Rennperatur erwarmt haben (ca. 5 min). Die Kontrolied
das Konjugat sind also unverdiinnt zu benutzen.

Hinweise flr die Benutzung von Biosorb® als IgG/IgidG/IgA) Trennsystem sind im Punkt INHALT und dier Gebrauchsinformation Best.Nr. S0001tid zu finde
Die Biognost® Kontrollen sind soweit notwendig vengnnt. Sie sollen weder einer Trennung in Bezifdnramunglobulinklassen noch gegebenenfalls einer
Absorption unterzogen werden.

Die Biognost® Objekttrager sind gebrauchsfertigeiik Die Substrate konnen bei einem weiteren Esxieritt im Anwenderlabor zerstort werden.

Vor Beginn des Testansatzes sind die Seren entsgrdaden Vorgaben (Screeninguntersuchung, TitfatonPBS Pufferlésung oder einer Losung aus PBSLAGi
Rinderserumalbumin zu verdiinnen. Gebrauchliche terdngsreihen sind: 1:2; 1:4; 1:8 etc. oder 1:5011:20 etc.

Das Pipettierschema des Tagesansatzes muss vomBies Testansatzes schriftlich in einem dafireseenen Formular festgelegt werden. Dieses Foriistidie
Grundlage fur die Interpretation der Ergebnisse derén Dokumentation.

1. Objekttrager vorsichtig aus der Alu-Verpackuefymen (Einkerbung zum Aufreil3en ist vorgestanatipe die Auftragstellen zu beriihren. Zum Beschriter
Objekttrager nur harten Bleistift, niemals Filzsti€érwenden.

2. Kontrollen und vorverdiinnte Patientenseren @&aifdftragstellen tropfen (flachendeckend, je n&etiie der Auftragstelle ca. 15-50 pl).

3. Objekttrager in feuchter Kammer inkubieren:

fur den IgG Nachweis: 30 min bei Raumtemperatur

fur den IgM/IgA Nachweis: 30 min bei 37°C oder 6(hrhei Raumtemperatur

Dabei vor direkter Sonneneinstrahlung schitzenHgidungsndhe meiden.

Die oben aufgefiihrten Zeit- und Temperaturangateefidlich der Inkubation bei den verschiedenen Ingtabulinen (IgG, IgM und IgA) ermdéglichen optimales
Arbeiten bei jedem Parameter (kiirzest mogliche, Zgnimaler Aufwand etc.). Allerdings kbnnen di®4eteile nur genutzt werden, wenn ausreichend Séretie
verschiedenen Untersuchungen (z.B. ausreichendrig@usreichend IgM Untersuchungen) vorliegen, undestens jeweils einen Objekttrager zu fillenl Bolv. muss
jedoch z.B. ein einziges Serum auf IgG, IgM und ggich noch auf IgA untersucht werden, ist die cdughigefiihrte Unterscheidung bei der Sereninkubatioht
mehr sinnvoll. Vielmehr sollte der IgG, IgM und dgA Nachweis in diesem Fall auf einem Objekttrémegesetzt werden. Der Seruminkubationsschrittetcich
dabei nach den hdchsten Anforderungen (langsteurieithdchste Temperatur). So wird sichergestelisdptimale IgM Ergebnisse erhalten werden. Dielirisse
fur IgG und IgA werden dadurch nicht beeintrachtigtRer dass der etwas héhere Hintergrund, webcmst nur bei IgM Nachweisen zu beobachten ist) igr
auftreten kann.

4. Objekttrager feuchter Kammer entnehmen, Serumv- Blussigkeitsiiberschuss mit PBS vorsichtig alesp(5trahl aus Spritzflasche dabei keinesfalektimuf die
Auftragstelle richten!).

5. 2x 5 min in PBS Puffer waschen (nach 1x 5 mirchigel in neuen Puffer); moglichst groBe FarbethiEyaitzen, und den (die) Objekttrager im PBS Purifient
bewegen bzw. nicht rihren.

6. Objekttrager mit Saugpapierschablonen trockabar Substrat dabei nicht trocken werden lasserdasialb sofort anschlieBend

7. das entsprechende Konjugat auf die Auftragstéttepfen (flachendeckend, je nach GréRe der Agstedle ca. 15-50 pl). Ein Tropfen aus Biognost®
Konjugatflaschen entspricht ca. 25 pl.

8. Objekttrager lichtgeschutzt 30 min bei Raumterafe in feuchter Kammer inkubieren. Dabei spezietl direkter Sonneneinstrahlung schitzen und
Heizungsnahe meiden.

9. Schritte 4-6 wiederholen und dann sofort

10. zwei bis drei kleine Tropfen Einschlussmediurhdem Objekttréager verteilen, Préparat luftblasginhit Deckglas versehen und sofort unter dem
Fluoreszenzmikroskop auswerten.

Gegebenenfalls ubergelaufenes Einschlussmediurchitigsmit einem mit PBS angefeuchteten Papiererfiernen, um ein Ankleben am Mikroskoptisch baw. i
Praparatebehaltnis zu vermeiden.

Langzeitkonservierung der Praparate: Versiegelrkdaten mit etwas farblosem Nagellack, Lagerungsb&i0°C bis zu mehreren Jahren.

Der Testansatz kann auch automatisiert durchgefignden.

BEWERTUNG UND INTERPRETATION

Die Préaparate werden unter einem Fluoreszenzmiobki einer 400-500fachen VergroRerung beurféiie¢bereich 450-490 nm). Nicht zu lange ein uadsklbe
Gesichtsfeld mustern, sondern in rascher Folge infigilviele Gesichtsfelder auswerten, um das Aidige des Praparats zu vermeiden.

Ein Testansatz kann nur dann bewertet werden, wienmitgefiihrten Kontrollen die erwarteten Ergebaigeigen.

Fluoreszenzmuster

Zur Auswertung muss die Anfarbung der intrazellitéden HEp-2 Zellen wachsenden Bartonella hendsaeteilt werden.

Positiv:

Die spezifische Fluoreszenz ist eine helle apfelgitarbe mit unterschiedlicher Intensitat: von dhveach; Gber 2+ maRig; 3+ stark bis 4+ brilliant.
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Negativ:

Fluoreszenzen mit geringerer Intensitét als 1+ aei@s negativ beurteilt. Gelbliche oder dunkelgr&fuoreszenzen sind unspezifisch und dirfen nicht
berticksichtigt werden.

Titer:

Der Titer ist der reziproke Wert der hochsten Vemling, bei der noch mindestens eine 1+ Fluoresaesehen ist.

Beispiel: Wird die 1:80 Verdiinnung mit 1+ positievizertet, die 1:160 Verdinnung aber negativ, sdesfTiter 80.

Zielantigen oder Zielstruktur :

Eine Probe wird als positiv fur Antikbrper gegerrt®aella henselae beurteilt, wenn mindestens einEldoreszenz der intrazellular mit Bartonella ledas
infizierten HEp-2 Zellen (ca. 10-50% der ZellenZ@lirasen) zu sehen ist. Da die Antigenverteilundeén einzelnen infizierten Zellen nach dem jeweiti
Infektionsgrad und -stadium variiert, verursachesitive Patientenseren in den infizierten Zelletetsthiedlich groRe (ggf. auch unterschiedlichkstraerte)
fluoreszierende Bereiche.

Positive Fluoreszenzmuster:

1. Die ganze Zelle ist angefarbt.

2. Anfarbung eines peripheren Bereichs der Zelle.

3. Anféarbung eines polaren Bereichs der Zelle. (Biester 2 und 3 sind haufig gekoppelt)

4. Distinkte Punkte, entweder liber die ganze Zefeilt oder in einem polaren Bereich der Zelle.

5. Eine diinne Linie der Fluoreszenz entlang ddnigshbran.

In den Auftragstellen kann auch freies, extrazaties Bartonella Antigen vorhanden sein (Bartorfedlaselae hat die Tendenz, sich an Glas zu binBendies aber
nur schwer von einer eventuellen Hintergrundanfégozu unterscheiden ist, wird empfohlen, nur dizierten Zellen zur Auswertung heranzuziehen.

Zur Vermeidung von Fehlinterpretationen vergleioken stets das Fluoreszenzmuster der Patientensérdem der positiven Kontrolle.

IgM Antikorper sind haufig nur gegen eine sehrideAuswahl der Antigene gerichtet. Diese Auswahirkendividuell von Patient zu Patient unterschigdlsein
und auch von Zelle zu Zelle variieren. Deshalb kdas Fluoreszenzmuster bei verschiedenen Patienterschiedlich sein und sich auch von der positive
Kontrolle unterscheiden. Wichtig ist, dass die Faszenzen in maximal 50% der Zellen auftreten.I@dipositiven Reaktionen findet man meistens noeei
Fluoreszenz entlang der Zellmembran, oft kombiniettfluoreszierenden Punkten in den Zellen.

Eine Fluoreszenz der HEp-2 Zellen selbst, wie sieAlnwesenheit antinukledrer Antikdrper (ANA) oderderer Autoantikorper in allen Zellen auftritt, is
unspezifisch und als negativ zu bewerten.

Interpretation der Ergebnisse:

1. Referenzbereich und Spezifitat:

Referenzbereiche kénnen bei der Befundinterpretagioe Orientierungshilfe darstellen. Referenzioleigeben an, welche Messwerte (Titer, Extinkthmi)
gesunden Normalpersonen zu erwarten sind. Refezegizhe sind eine statistische Gré3e und konnéblréingigkeit von der Zusammensetzung des untersacht
Kollektivs (Alter, Geschlecht, Geographie) sowieAlbbhangigkeit von der jeweiligen Messmethode diéiem. Zwischen Kranken und Gesunden besteht
messtechnisch generell keine scharfe Grenze, vigliseder Ubergang meist flieRend.

Definitionsgemaf umfasst der Referenzbereich nts 88s gemessenen Konzentrationsbereichs. 5% derdgs Personen des untersuchten Kollektivs liegen
demnach aufRerhalb des Referenzbereiches ohne Zuasgin.

Ein innerhalb des Referenzbereiches liegendes kaipelonis schlielt daher eine Krankheit nicht sielust Ein auRerhalb liegendes Ergebnis ist furaieine kein
zwingender Beweis fur eine Krankheit.

Untersuchung von gesunden Blutspendetn

Basierend auf der Auswertung von gesunden Blutsggrarich Alter zwischen 22 und 40 Jahren aus allélef®eutschlands sowie Belgien, Danemark, Frachtei
Griechenland, GroRbritannien, Holland, Irland,i¢ia) Luxemburg, Polen, Portugal, Osterreich undn&sawurden fir den BiognostBartonella henselae IFT
folgende Referenzbereiche ermittelt.

Bartonella henselae IgG

Anzahl der Blutspender: 534

Referenzbereich (Titerbereich): <2 - 32

Messwerte oberhalb des Referenzbereiches: Anzahl: 0

Mittlerer Durchseuchungstiter: 9

Empfehlung: die Seren werden zum Screenen 1:4 bzw. 1:8 ofldyzv. 1:10, zum Titrieren gemaf 1:16, 1:32, 64 oder 1:20, 1:40, 1:80 etc. mit PBS Puffer
verdiinnt, sofern die regionalen Referenzbereichalem von Bios® bestimmten Werten ibereinstimmen.

Bartonella henselae IgM

Anzahl der Blutspender: 544

Referenzbereich (Titerbereich): <2 - 5

Messwerte oberhalb des Referenzbereiches: Anzahl: 1

Mittlerer Durchseuchungstiter: 1

Empfehlung: die Seren werden zum Screenen 1:2, zum Titrigeenal3 1:4, 1:8, 1:16 etc.mit PBS Puffer verdirofera die regionalen Referenzbereiche mit den
von Bios® bestimmten Werten tbereinstimmen.

Spezifitat:

Nach der Ermittlung des Referenzbereiches kandidgnostische Spezifitdt des Assays daraus abetelegrden.

Die Spezifitat eines Tests gibt an, wie viel Praz#sr Gesunden ein ,normales” Testergebnis halrgh(ig negativ*). Die Anzahl aller Gesunden entispt der
Summe aus ,richtig negativ* und ,falsch positiv*.

Die diagnostische Spezifitat wird geman folgendemtel definiert:
Anzahl richtig Negative

Anzahl richtig Negative
+ Falsch Positive

Spezifitat= x 100 %

Beim Biognost® Bartonella henselae IFT ergibt dishden IgG IFT eine Spezifitat von 100% und fundgM IFT von 98%.

2. Sensitivitat:

Untersuchung von erkrankten Personen:

Die Sensitivitat eines Tests gibt an, wieviel Prizder Kranken ein pathologisches Testergebnisrhgbehtig positiv*). Die Anzahl aller Erkrankteentspricht der
Summe aus ,richtig positiv* und ,falsch negativ*“.
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Bartonella henselae IgG

Anzahl der Patienten: 58

Messergebnisse (Titer): 128 - 1024

Messwerte unterhalb des Referenzbereiches: Anahl:

Bartonella henselae IgM

Anzahl der Patienten: 64

Messergebnisse (Titer): 8 - 256

Messwerte unterhalb des Referenzbereiches: An@ahl:

Die diagnostische Sensitivitat wird geman folgerfemel definiert:
Anzahl richtig Positive x 100

Anzahl richtig Positive + %
Falsch Negative

Sensitivitat=

Beim Biognost® Bartonella henselae IFT ergibt diohden I1gG IFT und den IgM IFT jeweils eine Seivitidit von 100%.

Obige Werte sollten in den einzelnen Labors kiitisberprift werden. Jedes Labor sollte eigene @tenmnter Einbeziehung der regionalen Besond&hei
definieren. Vor allem bei Kindern, Senioren und iomgeschwéachten Patienten sollte mit niedrigerem®itern gearbeitet werden.
Statistische Auswertungen kénnen bei Fallzahleernut® 000 ungenau sein.

Nur ein signifikanter Anstieg (um mindestens 2 fEtefen) der IgG Antikorpertiter zwischen einer tdtuund einer konvaleszenten Probe gilt als bewdifig eine
akute Infektion. Durch Verlaufsuntersuchungen kaadmlich die Sensitivitat ohne Spezifitatsverlusttggert werden, wenn der Analyt mit hoher Pranisio
gemessen werden kann. Steigende Konzentrationerekévtl. schon innerhalb des Referenzbereichesimefkrankheit hinweisen.

Einzeltiter dagegen sind in der Aussage begrenztpésitives IgM Ergebnis ist ebenfalls ein Hinwait eine akute Infektion.

Nach Angaben anderer Autoren kdnnen Ti#@é4 als positives Einzelergebnis interpretiert veardn vereinzelten Fallen wurden bei Seren, digkérmper gegen
Bartonella quintana, Chlamydia pneumoniae oder EBWielten, im Titerbereich <100 Kreuzreaktionem Bartonella henselae beobachtet. Durch Weiter- bzw
Austitrierung der Proben und Einbeziehung der amstisthen und klinischen Daten ist jedoch eineeritige Differenzierung der Testergebnisse moglich.
Kreuzreaktionen mit Afipia felis konnten nicht beahtet werden.

Aufgrund geringer Fallzahlen liegen bisher nur lkegte Erfahrungen insbesondere beziiglich des IgGgh Titerverlaufs wéahrend der Infektion vor.
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* Wir aktualisieren unsere pGl im Abstand von hisrzehreren Jahren (siehe das oben auf allen Seitgegebene Datum). Einzelne hier aufgefiihrte Tagtrezien
kénnen im Augenblick nicht (mehr) lieferbar seindare Testreagenzien kdnnen neu dazugekommerBsiénaktualisieren Sie deshalb ggf. Ihr Preis- bzw
Produktlistenblatt fir den Nachweis von Antikdrpgegen Bartonella henselae. Auch der Besuch deitB® kann helfen. Aber die Aktualisierung unserer
Datenbank ist immer schneller als die Aktualisiegrumserer Website.
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