NP
=

Diagnostics’

HCV BLOT 3.0

WESTERN-BLOT-ASSAY

Gebrauchsanweisung

0123

REVISIONSDATUM : 2016-05
MADO0011-GER-2

(Kit mit 18 Tests) : 11130-018
(Kit mit 36 Tests) : 11130-036

‘ NAME UND VERWENDUNGSZWECK

Hinweis: Anderungen
hervorgehoben.

Der HCV BLOT 3.0 von MP Diagnostics ist ein qualitativer
Enzym-Immunoassay fur die /n-vitro-Erkennung von Antikorpern
gegen HCV in menschlichem Serum oder Plasma. Er ist fur den
Gebrauch als spezifischerer Zusatztest fur Proben bestimmt,
die mit bestimmten Tests wie ELISA wiederholt fur reaktiv
befunden wurden.

EINLEITUNG

HCV wurde als Hauptursache fur parenteral Ubertragene
Non-A-Non-B-(NANB-) Hepatitis identifiziert. Heute stehen in
der Regel Screening-Tests fur die Diagnose einer Hepatitis-
C-Infektion zur Verfugung. Diese Screening-Tests umfassen
normalerweise Antigene aus der strukturellen Region (Kapsid)
sowie ein oder mehrere spezifische Antigene aus nicht-
strukturellen Regionen des Virus (NS3, NS4, NS5). Wiederholt
reaktive Proben aus Screening-Tests erfordern zusatzliche und
spezifischere Tests zur Bestatigung der HCV-Seropositivitat,
da mit den derzeit verfugbaren HCV-ELISA-Screening-Tests
falsch-positive Reaktionen moglich sind.

Die zusatzlichen Bestatigungstests sollten individuelle Virus-
Antigene sowie angemessene negative Kontrollen umfassen.
Der HCV-BLOT 3.0 von MP Diagnostics umfasst strukturelle
und nicht-strukturelle Antigene von HCV und ist als zusatzlicher
Bestatigungstest fur das Vorhandensein von Antikdrpern gegen
HCV vorgesehen.

17. Bei Western-Blot-Assays ist es wichtig, einen
Plattformschuttler und keinen Kreisschuttler zu verwenden,
da die Leistung des Kits ansonsten beeintrachtigt werden
konnte. Die empfohlene Geschwindigkeit des Schuttlers
betragt 12 bis 16 Zyklen pro Minute und sein Kippwinkel
betragt 5 bis 10 Grad.

18. Sicherstellen, dass automatisierte Gerate vor dem
Gebrauch validiert werden.

19. Sicherstellen, dass Proben vom Streifen entfernt
hinzugegeben werden. Die Schale kann gekippt und die
Probe dort hinzugegeben werden, wo der Puffer sich am
unteren Ende angesammelt hat. Dadurch wird die Bildung
eines dunklen Flecks aufgrund der Aufbringung der Probe
auf den Streifen verhindert.

20. Zur Aufbewahrung der Reagenzien und Proben nach
Mbglichkeit keine Gefrierschranke mit automatischer
Abtauung verwenden.

AUFBEWAHRUNG

1. Das MP Diagnostics HCV BLOT 3.0 Kit und seine
Komponenten bei 2°C bis 8°C aufbewahren, wenn sie nicht
in Gebrauch sind.

2. Alle Testreagenzien und Streifen sind bei einer
Aufbewahrung bei 2°C bis 8°C bis zu dem auf dem Kit
angegebenen Verfallsdatum stabil. Reagenzien nicht
einfrieren.

A. Antigenstreifen
« Eine unnbtige Exposition der Antigenstreifen mit Licht
vermeiden.
B. Reagenzien
+ Reagenzien in ihren Originalrdbhrchen und-flaschen
aufbewahren und zur Aufbewahrung zustopseln.
Alle Reagenzien kalt ausgeben und sobald wie moglich
wieder bei 2°C bis 8°C aufbewahren.
Wenn das Substrat bei 2°C bis 8°C aufbewahrt wird, kann
sich Niederschlag bilden, der die Leistung des Kits aber
nicht beeinflusst.

VORSICHT: Eine unnbtige Exposition des Substrats
mit Licht vermeiden.

ENTNAHME, TRANSPORT UND AUFBEWAHRUNG VON
PROBEN

Serum-, EDTA-Plasma-oder Citrat-Plasmaproben konnen
verwendet werden. Heparin-Plasmaproben sollten nicht
verwendet werden, da sie eine nicht spezifische Reaktion der
HCV-Core-Bande verursachen konnen.

Vor der Aufbewahrung sicherstellen, dass Blutgerinnsel oder
Blutzellen durch Zentrifugation getrennt wurden.

Die Proben sollten bei 2°C bis 8°C aufbewahrt werden, wenn der
Test innerhalb von 7 Tagen nach der Entnahme durchgefuhrt
wird, oder bei -20°C oder kalter eingefroren werden, wenn
der Test um mehr als 7 Tage verzogert wird. Klare, nicht
hamolysierte Proben werden bevorzugt. Lipamische, ikterische
oder kontaminierte (Partikel oder Bakterien) Proben sollten vor
dem Test gefiltert (0,45um) oder zentrifugiert werden.

Die Proben kbnnen inaktiviert werden, dies ist fur eine optimale
Testleistung jedoch nicht notwendig.

Wie folgt inaktivieren:

1. Die Kappe des Probenbehalters lockern.

2. Die Probe bei 56°C fur 30 Minuten in einem Wasserbad
Hitze-inaktivieren.

3. Die Probe abkuhlen lassen, bevor die Kappe wieder
festgeschraubt wird.

BESCHREIBUNG DER VERWENDETEN SYMBOLE

Die folgenden grafischen Symbole werden in oder auf
Produkten und Verpackungen von MP Diagnostics verwendet.
Dies sind die haufigsten Symbole, die auf Medizinprodukten
und deren Verpackungen erscheinen. Einige der allgemeinen
Symbole sind in der europaischen und internationalen Norm
EN ISO 15223: 2012 naher erklart.

Verwendbar bis i
In-vitro-
E Synonym: Diagnostika
Verfallsdatum
Bestell-nummer
Chargenbezeichnung
Synonyme:
Lot Losnummer écr:;ung.h .
Chargennummer ebrauchsanweisung
beachten
j’ Temperaturbegr- Bevollmachtigter in
enzungen E der Europaischen
Gemeinschaft
“ Hersteller .
Gebrauchsanweisung
beachten
V Inhalt ausreichend
fur <n> Tests
® Nicht zur
Wiederverwendung

CHEMISCHE UND BIOLOGISCHE
VERFAHRENSPRINZIPIEN

Die Nitrozellulosestreifen enthalten vier rekombinante
HCV-Proteine aus den Kapsid-, NS3-, NS4- und NS5-
Regionen des HCV-Genoms. Die HCV-Proteine werden
als GST-Fusionsproteine exprimiert, deshalb ist eine
GST-Kontrollbande eingeschlossen, um die Reaktivitat auf
natives GST anzuzeigen. Die Blots enthalten auch eine
IgG-Kontrollbande und eine Anti-lgG-Bande. Die einzelnen
Nitrozellulosestreifen sind mit verdunnten Serum- oder
Plasmaproben und Kontrollen inkubiert. Etwaige in der Probe
vorhandene spezifische Antikorper gegen HCV werden an die
HCV-Proteine auf den Streifen binden. Die Streifen werden
gewaschen, um ungebundene Materialien zu entfernen, und
dann mit affinitatsgereinigtem Anti-Human-IgG inkubiert, das
mit alkaliner Phosphatase konjugiert wurde. Der Konjugat-
Antikorper wird an jegliche auf den Blots gebildeten Antigen-
Antikorper binden. Ungebundenes Konjugat wird abgewaschen.
Ein BCIP/NBT-Substrat wird hinzugegeben, um die reaktiven
Proteinbanden auf den Blots zu visualisieren.

4. Die Probe kann bis zur Analyse eingefroren werden.

Ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben wird
nicht empfohlen.

ZUSATZLICHE MATERIALIEN, DIE BENOTIGT
WERDEN, JEDOCH NICHT ENTHALTEN SIND

+ Deionisiertes oder destilliertes Wasser

+ Einmalhandschuhe

+ Plattformschuttler (mit einer Geschwindigkeit von 12 bis 16
Oszillationen pro Minute und einer Neigung von 5° bis 10°
zum gleichformigen Waschen der Membranen)

+ Pipettierer und Spitzen mit angemessenem Volumen

+ Aspiratoren mit Natriumhypochlorit-Falle

+ Wasserbad mit 56°C (optional)

+ Natriumhypochlorit zur Dekontamination

‘ VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

1. VERDUNNTER WASCHPUFFER
(a) VERDUNNTER WASCHPUFFER sollte vor dem
Gebrauch frisch zubereitet werden.
(b) 1 Teil WASCHPUFFERKONZENTRAT (20fach) mit 19
Teilen Reagenzgrad-Wasser verdunnen. Gut mischen.

2. BLOTTING-PUFFER

(a) BLOTTING-PUFFER sollte vor dem Gebrauch frisch
zubereitet werden.

(b) 1 Teil VORRATSPUFFERKONZENTRAT (10fach) mit9
Teilen Reagenzgrad-Wasser verdunnen. Gut mischen.

(c) Fur alle 20 ml des in Schritt 2(b) oben zubereiteten
VORRATSPUFFERS 1 g BLOTTING-PULVER
hinzugeben. Umriihren, um sicherzustellen, dass das
Pulver sich vollstandig auflost.

(d) Vor der Ausgabe noch einmal umriuihren.

3. ARBEITSKONJUGATLOSUNG

Hinweis: Die Ldosung in einem Polypropylenbehalter/-

becher zubereiten.

(a) ARBEITSKONJUGATLOSUNG sollte vor dem
Gebrauch frisch zubereitet werden.

(b) ZurZubereitung der ARBEITSKONJUGATLOSUNG das
KONJUGAT im Verhaltnis von 1:1000 im BLOTTING-
PUFFER verdunnen, zum Beispiel 5 il KONJUGAT auf
5 ml BLOTTING-PUFFER.

4. SUBSTRATLOSUNG (gebrauchsfertig)
(a) Das benbtigte Volumen direkt aus der Flasche
ausgeben. Eine saubere Pipette verwenden. Den
Deckel nach dem Gebrauch fest verschlieBen.

| TESTVERFAHREN

Hinweis: a) Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien
in eine Falle mit Natriumhypochlorit absaugen.

b) Alle Inkubationen auf einem Plattformschuttler
durchfuhren.

Vorsicht:
Manche Proben verursachen dunkle Flecken auf dem Streifen,
wo sie aufgebracht wurden. Um dies zu vermeiden, ist

Folgendes sicherzustellen:

i. Die Probe sollte erst nach dem BLOTTING-PUFFER
hinzugegeben werden.

‘ KIT-KOMPONENTEN

Beschreibung der Verfugbare
Komponenten Menge

NITROZELLULOSESTREIFEN  Verfugbar mit
Mit HCV-rekombinanten 18 oder 36
strukturellen und nicht- Streifen
strukturellen Antigenen
inkorporiert. Zwei
Serumzugabe-Kontrollbanden
(Anti-Human-IgG und Human-

IgG). Trocken und von Licht

fernhalten.
[conTROL]—] NICHT REAKTIVE 1 Rohrchen
KONTROLLE (80 pl)

Inaktiviertes normales
Humanserum, nicht reaktiv
fur Hepatitis-B-Oberflachen-
Antigen (HBsAg), Antikorper
gegen HIV-1, HIV-2 und
HCV. Enthalt Natriumazid
und Thimerosal als
Konservierungsmittel.

REAKTIVE KONTROLLE 1 Rodhrchen
Inaktiviertes Humanserum mit (80 pl)
hochtitrigen Antikorpern gegen

HCV. Nicht reaktiv fur Anti-

HIV-1/2 und HBsAg. Enthalt

Natriumazid und Thimerosal

als Konservierungsmittel.

>

[stock[1x] BASISPUFFER 1 Flasche
(10fach) (20 ml)
Tris-Puffer mit Hitze-
inaktiviertem normalem
Ziegenserum. Enthalt
Thimerosal als
Konservierungsmittel.

-

[wasi[20x[T] WASCHPUFFERKONZENTRAT 1 Flasche
(20fach) (70 ml)
Tris mit Tween20.
Enthalt Thimerosal als
Konservierungsmittel.

KONJUGAT 1 Rohrchenl
Ziegen-Anti-Human-IgG, (120 pl)
mit alkaliner Phosphatase
konjugiert.

SUBSTRAT 1 Flasche

& Losung von 5-Brom-4-chlor- (100 ml)

3-indolylphosphat (BCIP) und
Nitroblau-Tetrazolium (NBT).

BLOTTING-PULVER 10 Packchen
Magermilchpulver (jle19)
Gebrauchsanweisung 1 Exemplar
Pinzette 1 Paar

Inkubationsschalen*

Hinweis: Das zur Verfugung gestellte Reagenzvolumen reicht
fur 4 Durchlaufe.

* Inkubationswannen sind im Lieferumfang enthalten, sind aber
getrennt vom Kit verpackt.

ii. Die Schale leicht kippen, indem das obere oder untere Ende
der Schale angehoben wird. Der Blotting-Puffer flieBt in das
niedrigere Ende der Schale. Die Probe dort hinzugeben, wo
sich der Blotting-Puffer angesammelt hat. Nachdem alle
Proben hinzugegeben wurden, die Schale wieder in ihre
flache Position bringen. Wahrend des Prozesses immer
sicherstellen, dass die Streifen feucht gehalten werden.

iii. Falls ein Kippen der Schale nicht erwunscht ist, kbnnen
die Proben am oberen oder unteren Ende der Vertiefung
hinzugegeben werden. Wenn dabei dunkle Flecken
auftreten, wird die Auswertung der Streifenergebnisse
dadurch nicht beeinflusst.

Verfahren:

1. Mit einer Pinzette vorsichtig die
erforderliche Anzahl von STREIFEN
aus dem Rohrchen nehmen und mit der
nummerierten Seite nach oben in jede
Vertiefung legen. Streifen fur reaktive und
nicht reaktive Kontrollen einschlieBen.

2. 2ml VERDUNNTEN WASCHPUFFER in 2ml
jede Vertiefung geben.

3. Die Streifen fur mindestens 1-2 2 Minuten
Minuten bei Raumtemperatur (25°C
+ 3°C) auf einem Plattformschuttler
inkubieren (Geschwindigkeit von 12 bis
16 Oszillationen pro Minute). Den Puffer
durch Aspiration entfernen.

4. 2 ml BLOTTING-PUFFER in jede 2ml
Vertiefung geben.

5. 20 pl der Seren jedes Patienten oder 20 pl
Kontrollen in die entsprechenden
Vertiefungen geben. Darauf achten, dass
die Proben nicht direkt auf die Streifen
gegeben werden.

6. Die Schale mit dem bereitgestellten 60 Minuten
Deckel abdecken und fur 1_Stunde bei
Raumtemperatur (25°C + 3°C) auf dem
Plattformschuttler inkubieren.

7. Den Deckel vorsichtig von der Schale
abnehmen, um Spritzer oder ein
Vermischen der Proben zu vermeiden.
Die Schale kippen, um die Mischung
aus den Vertiefungen abzusaugen.
Die Absaugspitzen zwischen
den Proben auswechseln, um eine
Kreuzkontamination zu vermeiden.

8. Jeden Streifen 3-mal mit 2 ml 3x2ml
VERDUNNTEM WASCHPUFFER
waschen und zwischen jeder Wasche
fur 5 Minuten auf dem Plattformschuttler
einweichen lassen.

9. 2 ml der ARBEITSKONJUGATLOSUNG 2mi
in jede Vertiefung geben.

10. Die Schale abdecken und fur 1 Stunde 60 Minuten
bei Raumtemperatur (25°C + 3°C) auf
dem Plattformschuttler inkubieren.

-
juy

. Das KONJUGAT aus den Vertiefungen 3x2ml
absaugen. Wie in Schritt 8 waschen.

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

1. Nur fur In-vitro-Diagnose.

2. Nur fur den Gebrauch durch Fachkrafte.

3. Informationen zu potenziell gefahrlichen Komponenten
sind dem Produktetikett zu entnehmen.

INFORMATIONEN ZU GESUNDHEIT UND SICHERHEIT

VORSICHT: Dieses Kit enthalt Materialien
A menschlichen Ursprungs. Bei keiner Testmethode
kann vollstandig gewahrleistet werden, dass
menschliche Blutprodukte keine Infektion Ubertragen.

TESTPROBEN SOWIE REAKTIVE UND NICHT REAKTIVE
KONTROLLEN ALS POTENZIELL INFEKTIOSE
SUBSTANZEN HANDHABEN. Es wird empfohlen, die
Komponenten und Testproben unter Verwendung von guten
Laborpraktiken zu handhaben. Sie sollten in Ubereinstimmung
mit den festgelegten Sicherheitsverfahren entsorgt werden.

Die reaktive Kontrolleund die nicht reaktive Kontrolleenthalten
Thimerosal und Natriumazid und das Vorratspufferkonzentrat
und das Waschpufferkonzentrat enthalten Thimerosal und das
Konjugat enthalt Natriumazid. Natriumazid kann mit Kupfer und
Blei in manchen Rohrleitungssystemen reagieren und explosive
Salze bilden. Die in diesem Kit verwendeten Mengen sind klein,
bei der Entsorgung von azidhaltigen Materialien sollten diese
jedoch mit relativ groBen Mengen Wasser weggespiilt werden,
um eine Metallazidansammlung in den Rohrleitungssystemen
zu vermeiden.

GemaB EU-Verordnung 1272/2008 (CLP) sind geféhrliche
Komponenten wie folgt eingestuft und gekennzeichnet:

NITROZELLULOSESTREIFEN
Signalwort: Gefahr

Piktogramm: :

H228 Entziindbarer
Feststoff.

P210 Von Hitze/Funken/
offener Flamme/heiBen
Oberflachen fernhalten.
Nicht rauchen.
P280Schutzhandschuhe/
Schutzkleidung/
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

Komponente:

Gefahrenhinweise:

Sicherheitshinweise:

Ergénzende Hinweise: EUH210
Sicherheitsdatenblatt ist auf
Anfrage erhéltlich

Enthalt: 100 % Nitrozellulose

Komponente: BASISPUFFER (10fach)

WASCHPUFFERKONZENTRAT
(20fach)

Signalwort: Warnung

Piktogramm: é‘

12. 2 ml der SUBSTRATLOSUNG in jede 2ml
Vertiefung geben.

13. Die Schale abdecken und fur 15 Minuten 15 Minuten
auf dem Plattformschuttler inkubieren.

14. Das SUBSTRAT absaugen und die 3x2ml
Streifen mindestens dreimal mit
Reagenzgrad-Wasser abspllen, um die
Reaktion zu stoppen (bei unzureichendem
Waschen kann in diesem Schritt ein
dunkler Hintergrund entstehen).

15. Die Streifen mit einer Pinzette
herausnehmen und auf Papiertucher
legen. Mit Papiertuchern abdecken und
trocknen lassen. Alternativ die Streifen
in den Vertiefungen der Schale trocknen
lassen.

16. Die Streifen auf dem Arbeitsblatt anbringen
(nicht absorbierendes weiBes Papier).
Keine Klebestreifen auf die entwickelten
Banden geben. Die Banden beobachten
(siehe Auswertung der Ergebnisse) und
die Ergebnisse auswerten. Die Streifen
vor Licht geschutzt aufbewahren.

ZUSAMMENFASSUNG DER TESTPROTOKOLLE

Reagenzien Anz. Dauer
Nitrozellulosestreifen 1 -
Waschpuffer 2ml 2 Min.
Blotting-Puffer 2ml -

Probe 20 ul 60 Min.
Waschpuffer 3x2ml 3 x5 Min.
Konjugat 2ml 60 Min.
Waschpuffer 3x2ml 3 x5 Min.
Substrat (gebrauchsfertig) | 2 ml 15 Min.
Destilliertes Wasser 3x2ml -

Gefahrenhinweise: H373 Kann die Organe
schadigen bei langerer oder

wiederholter Exposition

P260 Staub/Rauch/Gas/
Nebel/Dampf/Aerosol nicht
einatmen.

P501 Entsorgung des
Inhalts/des Behalters gemas
den ortlichen/regionalen/
nationalen/internationalen
Vorschriften.

Sicherheitshinweise:

Ergénzende Hinweise: EUH210
Sicherheitsdatenblatt ist auf
Anfrage erhéltlich

Enthalt: 0,1 % Thimerosal

1. Beim Offnen und Entfernen von Aliquoten
aus den Originalrohrchen oder -flaschen eine
Mikrobenkontamination der Reagenzien vermeiden.

2. Nicht mit dem Mund pipettieren.

3. Testproben, Nitrozellulosestreifen und nicht reaktive
Kontrollen als potenziell infektiose Substanzen handhaben.

4. Bei der Testdurchfuhrung Laborkittel und
Einmalhandschuhe tragen. Die Handschuhe in Biogefahr-
Mullbeuteln entsorgen. Die Hande danach grundlich
waschen.

5. Es wird sehr empfohlen, diesen Test in einem
Biogefahrenschrank durchzufuhren.

6. Die Materialien von Nahrungsmitteln und Getranken
fernhalten.

7. Bei einem Unfall oder einer Beruhrung mit den Augen
sofort grundlich mit Wasser abspulen und einen Arzt
konsultieren.

8. Sofort einen Arzt konsultieren, wenn kontaminierte
Materialien verschluckt werden oder mit offenen Wunden
oder anderen Hautverletzungen in Kontakt kommen.

9. Verschuttete kontaminierte Materialien sofort mit
saugfahigem Papier aufwischen und den kontaminierten
Bereich mit 1%iger Natriumhypochloritldosung abwischen,
bevor die Arbeit fortgesetzt wird. Natriumhypochlorit
sollte nicht bei saurehaltigen Verschuttungen verwendet
werden, es sei denn, der Bereich wird zuerst mit
saugfahigem Papier trockengewischt. Das verwendete
Material (einschlieBlich Einmalhandschuhe) sollte als
potenziell biogefahrliches Material entsorgt werden.
Natriumhypochlorithaltiges Material nicht autoklavieren.

10. Alle verwendeten und kontaminierten Materialien
vor der Entsorgung bei 121 °C und 15 psi fur 30
Minuten autoklavieren. Alternativ kbnnen kontaminierte
Materialien vor der Entsorgung in Biogefahr-Mullbeuteln
fur 30-60 Minuten in 5%iger Natriumhypochloritldsung
dekontaminiert werden.

11. Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien
dekontaminieren, indem ein ausreichendes Volumen
von Natriumhypochlorit hinzugegeben wird, um eine
mindestens 1%iger Konzentration zu erhalten. Fur 30
Minuten stehen lassen, um eine effektive Dekontamination
zu gewabhrleisten.

QUALITATSKONTROLLE

Die reaktiven und nicht reaktiven Kontrollen sollten bei jedem
Test mitbenutzt werden. Damit die Ergebnisse eines Tests
als gultig erachtet werden kdbnnen, mussen die folgenden
Bedingungen erfullt sein:

1. KONTROLLBANDEN (Anti-lgG- und IgG-KONTROLLE)
Die zwei Kontrollbanden (Anti-lgG und IgG, siehe
nachfolgendes Diagramm) sollten auf allen Blots
differenziell reaktiv sein. Das Vorhandensein der Anti-lgG-
Bande zeigt an, dass im anfanglichen Inkubationsschritt
Serum hinzugegeben wurde. Das Fehlen der Anti-IgG-
Kontrollbande und das Vorhandensein von IgG auf einem
Blot wurden anzeigen, dass das Patientenserum nicht
hinzugegeben wurde. Wenn keiner der Blots in einem
Test, einschlieBlich der Kontrollen, Banden enthalt, konnte
dies auf einen technischen Fehler oder ein fehlerhaftes Kit-
Reagenz hindeuten.

2. NICHT REAKTIVE KONTROLLE
Auf dem nicht reaktiven Streifen sollten nur die IgG-
Kontrollbande und die Anti-lgG-Kontrollbande reaktiv sein.
(Abb. 1c)

3. REAKTIVE KONTROLLE
Alle rekombinanten HCV-Proteinbanden sollten mit dem
reaktiven Kontrollserum reaktiv sein. Des Weiteren sollten
die Anti-IgG- und IgG-Kontrollbanden reaktiv sein. Die GST-
Kontrollbande sollte nicht reaktiv sein. (Abb. 1b).

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Es folgt ein Diagramm der Antigene und Kontrollen auf dem
MP Diagnostics HCV BLOT 3.0

Streifenidentifikalion
3+ Kontrollbande
(Anti-lgG-Bande)
GST-Kontrolle

1+ Kontrollbande
(IgG-Bande)

Core

NS3-1

NS3-2
1S4
1S5

g

BENOTIGTE MENGE VON REAGENZIEN FUR
VERSCHIEDENE ANZAHLEN VON STREIFEN

ANZAHL VON ZU VERWENDENDEN STREIFEN

Reagenzien 3| 6 9 15 | 20 | 27 | 36

1X Waschpuffer (ml) | 60 | 100 | 140 | 240 | 300 | 400 | 520

1X Blotting-Puffer (ml) [ 20 | 40 | 60 | 80 | 100 | 120 | 160

Konjugat (ul) 11|17 | 23 | 35 | 45 | 59 | 77

Substrat (ml) 11117 | 23 | 35 | 45 | 59 | 77

Blotting-Pulver (g) 1 2 3 4 5 6 8

Die Kontrollbanden ausfindig machen und identifizieren. Die 3+
Intensitat ist die Anti-lgG-Bande und die 1+ Intensitatsbande
ist die 1lgG-Kontrollbande. Diese sollten auf allen Streifen
sichtbar sein. Die Intensitat einer reaktiven Bande wird zur
Referenz mit diesen beiden Banden verglichen. Der Vergleich
mit diesen Banden erfolgt, um jedem Antigen auf dem Streifen
eine Reaktivitatsbewertung zuzuweisen.

MUSTER INTERPRETATION

1) Keine Reaktivitat -

)
2) Reaktivitat < 1+ Kontrolle +
3) Reaktivitat = 1+ Kontrolle 1+
4) Reaktivitat > 1+ und < 3+ Kontrolle 2+
5) Reaktivitat = 3+ Kontrolle 3+
6) Reaktivitat > 3+ Kontrolle 4+

12. Die Wiederverwendung von Inkubationsschalen wird nicht
empfohlen.

ANALYTISCHE VORSICHTSMASSNAHMEN

1. Serum-, EDTA-Plasma- oder Citrat-Plasmaproben kbnnen
verwendet werden. Heparin-Plasmaproben sollten nicht
verwendet werden, da sie eine nicht spezifische Reaktion
der HCV-Core-Bande verursachen konnen.

2. Fur eine optimale Testdurchfuhrung ist eine STRENGE
EINHALTUNG des in diesem Handbuch beschriebenen
Testverfahrens erforderlich. Abweichungen vom Verfahren
konnen zu fehlerhaften Ergebnissen fuhren.

3. REAGENZIEN VON EINER KIT-CHARGE NICHT
MODIFIZIEREN ODER DURCH EINE ANDERE
ERSETZEN. Die Kontrollen, Konjugate und Western-Blot-
Streifen sind fur optimale Leistung abgestimmt. Nur die im
Kit bereitgestellten Reagenzien verwenden.

4. Keine Kitkomponenten nach dem auf der Kit-Packung
angegebenen Verfallsdatum verwenden.

5. Bei Offnen und Entfernen von Aliquoten aus
den Originalrohrchen oder -flaschen eine
Mikrobenkontamination der Reagenzien vermeiden, da
dies die Haltbarkeit der Kits reduziert und zu fehlerhaften
Ergebnissen fuhrt. Beim Aufziehen von Aliquoten aus
Rohrchen aseptische Techniken verwenden, einschlieBlich
Einweg-Pipettenspitzen.

6. Die Kitkontrollen sollten bei jedem Testlauf gleichzeitig mit
den Patientenproben getestet werden.

7. Fur jedes Proben-Aliquot eine neue Pipettenspitze
verwenden, um Kreuzkontamination zu vermeiden.

8. Fur beste Ergebnisse alle Reagenzien kalt ausgeben und
sobald wie moglich wieder bei 2 °C bis 8 °C aufbewahren.

9. Es wird empfohlen, mit den Reagenzien verwendete
Glaswaren vor dem Gebrauch mit 2M-Hydrochlorsaure zu
waschen und grundlich mit destilliertem oder deionisiertem
Wasser zu spulen.

10. Zur Verdunnung von Reagenzien nur deionisiertes oder
destilliertes Wasser von Reagenz-Qualitat verwenden.

11. Alle Reagenzien vor dem Gebrauch gut mischen.

12. Arbeitskonjugatlosung, verdunnter Waschpuffer und
Blotting-Puffer sollten vor dem Gebrauch frisch
zubereitet werden.

13. Die Arbeitskonjugatlosung sollte mithilfe eines
Polypropylenbehalters oder -bechers hergestellt werden.

14. Wahrend der Aufbewahrung oder bei den
Inkubationsschritten in einem Bereich mit hohen
chemischen Desinfektionsmitteldampfen (z. B.
Hypochloritdampfe) keine Reagenzien verwenden oder
Tests durchfuhren. Der Kontakt hemmt die Farbreaktion.
Die Reagenzien auch keinem starken Licht aussetzen.

15. Der Test sollte vorzugsweise bei Raumtemperatur (25°C
+ 3°C) durchgefuhrt werden.

16. Sicherstellen, dass die Teststreifen so ausgelegt werden,
dass die Zahlen auf den Streifen nach oben zeigen.

BLOT-PROFIL INTERPRETATION

Keine Banden mit NEGATIV
Reaktivitat von
1+ oder starker

1+ oder stérkere Reaktivitat POSITIV
auf 2 oder mehr HCV-
Antigene

ODER

2+ oder starkere Reaktivitat
nur auf der Core-Bande.

Eine einzige HCV-Bande FRAGLICH
mit einer Reaktivitat von 1+
oder stérker, das Muster
erflllt jedoch nicht die

Kriterien fur POSITIV

Nur Reaktivitat auf die GST-Kontrollbande gilt als NEGATIV.

Eine GST-Kontrollbandenreaktivitat von 1+ oder starker und
eine Reaktivitat von 1+ oder starker auf einem oder mehreren
HCV-Antigenen gelten als FRAGLICH.

Eine Probe, die bei einem Screening-Test eines anderen
Herstellers oder einem Bestatigungstest nicht reaktiv war,
konnte aufgrund des Vorhandenseins von einzigartigen
Epitopen in diesem Bestatigungstest auf dem MP Diagnostics
HCV BLOT 3.0 reaktiv sein.

SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE

Die Leistung des MP Diagnostics HCV BLOT 3.0 zur Erkennung
von Antikdrpern gegen HCV wurde durch Tests von Proben
von Blutspendern, Patienten mit bekanntem Antikorper gegen
HCV, Patienten mit Krankheiten im Zusammenhang mit HCV
und Patienten mit Krankheiten ohne Zusammenhang mit HCV
beurteilt. AuBerdem wurde sie auf kommerziell erhaltlichen
Serokonversionspanelen getestet.

Empfindlichkeit

330 reaktive Anti-HCV-ELISA-Proben wurden untersucht, von
denen 329 durch MP Diagnostics HCV BLOT 3.0 als reaktiv
erkannt wurden. Das eine negative Ergebnis wurde als falsch-
positives Ergebnis von ELISA bestatigt. Die Empfindlichkeit
wurde als > 99,9 % errechnet.

Die Empfindlichkeit wurde auch mithilfe von 14 kommerziellen
Serokonversionspanelen und 4 kommerziell erhaltlichen
niedrig- oder gemischt-titrigen Panelen beurteilt. Die Leistung
des MP Diagnostics HCV BLOT 3.0 war vergleichbar mit dem
des Chiron HCV RIBA 3.0.

AuBerdem konnte der MP Diagnostics HCV BLOT 3.0 die HCV-
Genotyp-Proben (Genotyp 1a bis 6) im BBI-HCV-Genotyppanel
(PHW 201) erkennen.

Spezifitat

Es wurden insgesamt 200 Blutspenderproben getestet. 193
Proben waren negativ und 7 Proben erbrachten ein fragliches
Ergebnis. AuBerdem wurden insgesamt 280 klinische Proben
von akuten Virus- und Bakterieninfektionen, antenatale,
lipamische, ikterische und hamolysierte Proben getestet. Der
MP Diagnostics HCV BLOT 3.0 zeigte hohe Spezifitat bei
diesen Proben.



EINSCHRANKUNGEN DER METHODE

Fur eine optimale Testdurchfuhrung ist eine strenge Einhaltung
des Testverfahrens erforderlich. Eine Abweichung vom
Verfahren kann zu fehlerhaften Ergebnissen fuhren.

Ein NEGATIVES Ergebnis schlieBt nicht die Moglichkeit einer
Exposition oder Infektion mit HCV aus. Ein FRAGLICHES
Ergebnis sollte nicht als Grundlage fur eine Diagnose von HCV-
Infektion verwendet werden. Eine Reaktivitat von =1+ auf nur
einem HCV-Antigen konnte nicht spezifische Reaktivitat sein,
ein Zeichen fur eine vergangene beseitigte Infektion oder ein
Zeichen fur eine fruhe Serokonversion.

Wir empfehlen einen erneuten Test in zwei bis sechs Monaten
mit einer frischen Probe.

FRAGLICHE Seren kbnnen mit PCR getestet werden, um
weiter zu bestimmen, ob eine Person HCV exponiert war oder
mit HCV infiziert ist.

GARANTIEBESCHRANKUNG

Der Hersteller Ubernimmt keine andere Garantie, als dass
das Testkit im Rahmen der in der Gebrauchsanweisung des
Produktes beschriebenen Spezifikationen und Einschrankungen
wie ein In-vitro-Diagnosetest funktioniert, wenn es in
Ubereinstimmung mit den darin enthaltenen Anleitungen
verwendet wird. Der Hersteller lehnt jede ausdruckliche
oder stillschweigende Garantie ab, einschlieBlich der
ausdrucklichen oder stillschweigenden Garantie hinsichtlich
Marktfahigkeit, Gebrauchstauglichkeit oder stillschweigenden
Nutzen fur jeglichen Zweck. Der Hersteller ist auf den Ersatz
des Produktes oder die Erstattung des Kaufpreises fur das
Produkt beschrankt. Der Hersteller ist dem Kéaufer oder Dritten
gegenuber nicht haftbar fur beliebige Schaden, Verletzungen
oder wirtschaftlichen Verlust aufgrund des Gebrauchs oder der
Anwendung des Produktes.

TECHNISCHE PROBLEME/BESCHWERDEN

Bei einem technischen Problem/einer Beschwerde tun Sie

bitte Folgendes:

1. Notieren Sie die Kit-Chargennummer, das Verfallsdatum
und die Streifen-Chargennummer.

2. Bewahren Sie die Kits und die damit erhaltenen Ergebnisse
auf.

3. Kontaktieren Sie die nachstgelegene Niederlassung von MP
Biomedicals oder lhren ortlichen Vertriebsreprasentanten.
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Fehlerbehebungstabelle

Virusspezifisch, wie visualisiert mit:

a. schwach reaktivem Serum.

b. stark reaktiver Kontrolle.

c. nicht reaktiver Kontrolle.
(Hinweis: Diese Position der GST-Bande ist an-
gezeigt, aber die Bande selbst ist nicht sichtbar,
da diese Seren mit GST nicht reaktiv sind.)

Intensitat.
Dunkle Flecken
entwickeln sich auf
den Streifen

WeiBe Flecken entwi-
ckeln sich auf den
Streifen

1. Der Streifen wurde
wahrend des Tests
umgedreht.

2. Die Schalen wurden
vor dem Gebrauch
nicht ordnungsgeman
gewaschen.

3. Schlechte Auflosung
des Blotting-Pulvers.

1. Bakterien- oder
Fungus-
Kontamination der

Die erwarteten Bande
entwickeln sich nicht
oder sind von schwacher

Die positive Kontrolle prufen

Starke Hintergrundentwicklung
auf dem Streifen bei Fehlen oder
Vorhandensein von positiven
Banden

Fehlen der

1. Uberentwickelte
Streifen (Reaktion
fruher stoppen).

2. Unvollstandiges
Waschen.

Testprobe
2. Niederschlag der
Immun-komplexe in Positive Kontrolle schwach
gealterter Testprobe
3. Bakterien- oder
Fungus-
Kontamination
auf dem Streifen

Positive Kontrolle OK

1. Serum nicht
hinzugegeben.

Serumkontrollbande

Bande auBer der
Serumkontrollbande
entwickeln sich auf der
negativen Kontrolle.

Defekte
Streifen

Schalenvertiefungen
oder Kontrolle kdnnten
kreuzkontaminiert sein.

1. Sie sind rissig.

2. Sie enthalten Luftblasen, die
das Erscheinen von weiBen
Flecken in reaktiven Zonen
verursachen konnten, die groB
genug sind, um eine Erkennung

2. Streifen wahrend des zu verhindern.

Tests umgedreht.

3. Sie zeigen dunkle Flecken

aufgrund von Das Problem wird Das Problem wird 3. Konjugat nicht hinzu- aufgrund von Fungus-wachstum
unsachgemaBer wabhrscheinlich durch die wahrscheinlich durch die gegeben. nach dem anfanglichen Offnen
Aufbewahrung Reagenzien verursacht. Testprobe verursacht. 4. Substrat nicht der Streifenrohrchen. Wenn
4. Streifen beschadigt, hinzugegeben. dunkle Flecke jedoch spater
rissig oder zerkratzt. 1. Reagenzien nicht 1. Falsche nach dem anfanglichen Offnen
5. Streifen zwischen ordnungsgemaB vorbereitet. Testprobenverdiunnung Qes Rohrchens eintreten, da}‘nn
Testschritten nicht 2. Falsche Konjugatverdunnung 2. Testprobe mit Konjugaten ist das Problem unsachgemaBen
ordnungsgemaB 3. Instabile Reagenzien kontaminiert. Aufbewahrungsbedingungen
gewaschen. aufgrund von 3. Testproben mit starkem am Standort des Benutzers
unsachgemaBer Immunkomplex zuzuschreiben.
Temperaturexposition. 4. Testprobe durch

4. Konjugat mit humanem IgG

kontaminiert.
5. Falscher Substrat-pH

aufgrund von Exposition
mit starkem UV-Licht oder
reduzierender Substanz.

6. Schalen, Reagenzien

oder Wasser haben hohe

wiederholtes Einfrieren
und Auftauen oder
unsachgemaBe
Aufbewahrung 1gG-
verschlechtert oder
denaturiert.

5. Kreisschuttler verwendet
anstatt Plattformschuttler.

Phosphatkonzentrationen. 6. Testprobe konnte ELISA

7. Kreisschuttler verwendet
anstatt Plattformschuttler

10

falsch-positiv sein.
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