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Testkassette zum Nachweis von Hamoglobin und
Hamoglobin-Haptoglobin Komplex aus Stuhlproben
(FOB & Hb-Hp)

20 Testkassetten
Kat Nr: 12036

ANWENDUNG

Der  Proline Hb-Hp  Pro+ Kassettentest ist ein  visueller,
immunochromatographischer Schnelltest fir den qualitativen Nachweis von
menschlichem Hamoglobin (fecal occult blood = FOB) und von Hemoglobin-
Haptoglobin-Komplex (Hb-Hp) in Stuhlproben. Der Test dient als
diagnostisches Hilfsmittel, um Krankheiten des unteren Gastrointestinaltrakts
wie Darmkrebs zu untersuchen.

HINTERGRUND

Der Darmkrebs ist einer der am haufigsten diagnostizierten Krebsarten und
eine der haufigsten Ursachen fur Krebstod (Lieberman, 1994; MMWP, 1995).
Durch Tests auf okkultes Blut im Stuhl kann man Darmkrebs friihzeitig
erkennen und somit die Sterblichkeitsrate vermindern (Dam et. al., 1995;
Miller, 1995; und Lang, 1996).

Frihere Tests auf okkultes Blut im Stuhl benutzen die Guajac Methode, die
eine spezielle Diat erfordert um falsch positive und falsch negative Ergebnisse
zu vermeiden. Der Test basiert auf einer immunochemischen Methode, die
durch hohere Sensitivitdt und Spezifitit den Nachweis von Krankheiten im
Dickdarmbereich gegenlber den klassischen Guajak-Tests verbessert
(Frommer et. al., 1988; St. John et. al., 1993).

Im Vergleich zu immunologischen FOB Tests hat die Verwendung des
Hemoglobin-Haptoglobin Komplexes den Vorteil, auch Blutungen in Bereichen
festzustellen, bei denen nicht-komplexiertes Hamoglobin im Verlauf der
Darmpassage riick-resorbiert wurde. FOB und Hb-Hp Doppeltest weist somit
eine hohere klinische Sensitivitat als der reine immunologische FOB Test auf
(Hundt et al, 2009). Die zusétzliche Verwendung des immunologischen FOB
Teststreifens hat seine Berechtigung durch die Tatsache, dass Blutungen im
Enddarmbereich nicht immer zur Komplexbildung mit Haptoglobin fiihren: Die
gleichzeitige Verwendung des Nachweises von Blutungen dirch die
Bestimmung von freiem und komplexiertem H&moglobin ist somit die
sensitiuvste Methode des Nachweises von Okkultem Bulut aus Stuhlproben

TESTPRINZIP
Der Proline Hb-Hp Pro+ Kassettentest ist ein immunologischer Sandwich-
Immunoassay, der fir den Nachweis von humanem Hamoglobin und in

Stuhlproben entwickelt wurde. Die Anwesenheit von Hamoglobin wird durch
eine spezifische Farbentwicklung angezeigt, die visuell ausgewertet werden
kann.

Im Bereich der Testergebnislinie (T-Region) ist die Membran des Tests mit
einem anti-Hamoglobin-Antikdrper beschichtet. Ein zweiter anti- Hamoglobin-
Antikorper, der mit Goldkolloid konjugiert ist, um eine rotliche Farbung zu
erhalten, liegt unterhalb der Membran vor. Wenn die im Puffer geldste
Stuhlprobe Hamoglobin enthalt, bildet es mit dem goldkonjugierten Antikérper
einen Komplex. Steigt die Flissigkeit durch Kapillarkraft die Membran hoch,
wird dieser Komplex von dem immobilisierten Antikdrper in der T-Region
abgefangen und eine rote Linie entsteht. Eine rote Linie in der T-Region zeigt
deshalb ein positives Testergebnis und somit die Anwesenheit von
Hamoglobin im Probenmaterial an.
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Enthalt das Probenmaterial kein Hamoglobin, bildet sich in der T-Region keine
Linie beim Hb-Feld aus. Gleiches ist der Fall beim Fehlen des Hb-Hp-
Komplexes im Streifen flr Hb-Hp.

Zusétzlich bildet sich in der Kontrolllinienregion (C) jedes Tests eine rote Linie
aus, die unabh&ngig von der Analytkonzentration des Probenmaterials

gebildet wird. Sie dient als Funktionskontrolle flr einen korrekten Testablauf
und zeigt an, dass die Probe ordnungsgeman Uber die Membran geflossen ist.

MITGELIEFERTE MATERIALIEN
. 20 einzeln verpackte Testkassetten
. 1 Bedienungsanleitung

BENOTIGTE MATERIALIEN

« Saugfahiges Papier zur Vermeidung von Spritzern beim Abbrechen der
Réhrchenspitze

« Stoppuhr oder Timer

LAGERUNG UND HALTBARKEIT

. Der Test kann bei 2-30°C bis zum Verfallsdatum, das auf der
versiegelten Verpackung aufgedruckt ist, gelagert werden.

. Der Test muss bis zur Verwendung in der versiegelten Verpackung
bleiben.

. Nicht einfrieren!

. Achten Sie darauf, die Testbestandteile vor Verunreinigungen zu

schitzen. Gebrauchen Sie den Test nicht, wenn es Anzeichen fir
mikrobielle Kontamination oder Ablagerungen gibt. Biologische
Kontamination der verwendeten Pipetten, Rdhrchen oder der

. Reagenzien kann zu falschen Ergebnissen flihren.

BITTE BEACHTEN

. Fir den professionellen In-vitro Gebrauch

. Den Test nicht nach dem Verfallsdatum verwenden, das auf der
Verpackung aufgedruckt ist. Verwenden Sie den Test nicht, wenn der
Schutzbeutel Beschéadigungen aufweist. Gebrauchen Sie den Test nur
einmal!

. Dieses Testkit enthalt Produkte tierischen Ursprungs. Die bestatigte
Kenntnis Uber die Herkunft und /oder den Gesundheitszustand der Tiere
kann nicht vollstédndig die Abwesenheit von Ubertragbaren pathogenen
Errregern garantieren. Deswegen wird empfohlen, diese Produkte als
potentiell infektids zu

. behandeln, indem man gebrauchliche Sicherheitsvorkehrungen
beachtet (z.B. nicht zu sich nehmen oder inhalieren).

. Vermeiden Sie Kreuzkontaminationen, indem Sie fir jede Probe ein
neues Pufferrhrchen verwenden.

. Bitte lesen Sie die Gebrauchsanleitung sorgfaltig, bevor Sie den Test
durchfihren.

. Nicht in der Umgebung der Testdurchfiihrung Rauchen, Essen oder

Trinken. Standardrichtlinien zum Umgang mit infektidsen Material und
chemischen Reagenzien sind bei allen Handhabungen zu beachten.
Behandeln Sie die Proben so, als ob sie infektioses Material enthalten
wirden. Alle kontaminierten Abfélle wie Testkassette und Extrakte sind
ordnungsgemafB zu entsorgen. Tragen Sie Laborschutzkkleidung wie
Kittel, Einweghandschuhe und Schutzbrille bei der Testdurchfiihrung.

. Der Extraktionspuffer enthélt geringe Mengen von Natriumazid. das mit
Blei oder Kupfer zu potentiell explosiven Metallaziden reagieren kann.
Beim Entsorgen der Lésungen immer reichlich Wasser nachspulen, um
die Azidbildung zu vermeiden.

. Ein Vermischen von Reagenzien unterschiedlicher Chargen ist zu
vermeiden.

. Feuchtigkeit und hohe Temperaturen kénne das Testergebnis
beeinflussen.

. Verwendete Testmaterialien sollten nach den lokalen Regelungen

entsorgt werden.

PROBENAHME, VORBEREITUNG UND LAGERUNG

. Der Proline Hb-Hp Pro Kassettentest wurde nur fir die Analyse von
Stuhlproben entwickelt.
. Patienten sollten wahrend der Menstruation keine Stuhlproben nehmen.

Bei blutende Hamorrhoiden, Blut im Urin, oder Verstopfung mit sehr
hartem Stuhl, der Verletzungen verursachen kann, sollten ebenfalls
keine Stuhlprobe genommen werden.

. Alkohol, Aspirin oder Einnahme von Medikamenten kann ebenfalls zu
Irritationen  im  Gastrointestinaltrakt und damit zu erhdhten
Hamoglobinwerten im Stuhl flhren. Solche Substanzen sollten 48
Stunden vor der Testdurchfiihrung abgesetzt werden.

. Es ist keine besondere Diét vor der Testdurchfilhrung erforderlich.

. Wenn Proben versandt werden, sollten Sie in Ubereinstimmung mit den
Landesbestimmungen fiir den Transport infektidser Materialien verpackt
werden.

QUALITATSKONTROLLE

Eine interne Prozesskontrolle ist in jedem der beiden Teststreifen in der
Kassette enthalten. Die farbige Linie in der Kontrollregion (C) ist die
interne positive Prozesskontrolle. Sie bestétigt, dass ein ausreichendes
Probenvolumen vorhanden war und dass der Test korrekt durchgefiihrt
wurde.



. Externe Kontrollen sind nicht im Test Kit enthalten. Gute Laborpraxis
(GLP) empfiehlt den Einsatz von positiven und negativen Kontrollen
zum Nachweis der einwandfreien Leistung des Testsets.

DURCHFUHRUNG DES TESTS

Alle Tests, Proben, Reagenzien und/oder Kontrollen sollten vor der

Testdurchfiihrung Raumtemperatur (15-30°C) haben.

1. Probennahme und -vorbehandlung: REF 12014

. Verwenden Sie die Stuhlfanger, die in dem Test Kit (REF12014)
enthalten sind. Folgen Sie den Anweisungen auf dem Stuhlfanger.
Andere saubere, trockene Behélter kénnen ebenfalls zur Probennahme
verwendet werden.

. Schrauben Sie das Pufferrdhrchen (REF12014) am hellblauen Ende auf
und holen Sie den Stab heraus. Achten Sie darauf, keine Lésung aus
dem Ro&hrchen zu verschitten oder zu verspritzen. Stechen Sie den
Spiralstab an drei verschiedenen Stellen in die Stuhlprobe.

. Geben Sie den Probennehmer mit der Stuhlprobe ins Réhrchen und
verschlieBen dieses gut.
. Schitteln Sie das Pufferréhrchen sorgféltig, um sicher zu gehen, dass

sich die Stuhlprobe vollstdndig mit der Extraktionslésung ver-mischt hat.
Die Probe ist nun bereit, um aufbewahrt, transportiert oder untersucht
zu werden. Die Probe sollte so schnell wie méglich untersucht werden,
kann aber bei Bedarf bis zu 7 Tage gelagert werden. Die Probe sollte in
einem luftdichten Behaltnis (z.B. Plastikbeutel) aufbewahrt werden. Es
wird empfohlen die Probe bis zur Testdurchfiihrung bei 2-8 °C zu
lagern. Eine kurze Erwarmung auf Temperaturen bis zu 30 °C, z.B.
wahrend des Transports, flihrt zu keiner Beeintrachtigung des
Probenmaterials.

2. Testdurchfiihrung

. Offnen Sie die Verpackung der Testkassette und legen Sie sie auf eine
saubere ebene Oberflache. Beschriften Sie die Kassette mit Patienten-
oder Kontrollnummer. Die besten Ergebnisse erhalten Sie, wenn Sie
den Test innerhalb einer Stunde durchfiihren.

. Schrauben Sie die weiBe Kappe am Pufferrdhrchen ab. Nehmen Sie ein
Papiertuch und brechen die Spitze des Rdhrchens ab. Halten Sie das
Réhrchen senkrecht und geben Sie 3 Tropfen der Lésung in jede der
beiden runden Probenaufnahmeéffnungen der Kassette.

Vermeiden Sie eingeschlossene Luftblasen in der Probenéffnung, und

geben Sie keine Lésung in das Ergebnisfenster der Kassette.

. Warten Sie, bis (eine) gefarbte Linie(n) auftauchen. Das Ergebnis lesen
Sie bitte innerhalb von 10 Minuten ab. Keine Auswertung mehr nach 15
Minuten Reaktionszeit durchfiihren.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE
Positives Ergebnis (Blut im Stuhl nachweisbar):

Zwei geféarbte Linien erscheinen auf der

"'_'__‘—w-‘__/
’“@35 Membran, eine in der Kontrollregion (C), die
andere in Testregion (T). Das Ergebnis ist als
HB- Hp Hb positiv zu werten, wenn entweder nur in einem

der beiden Streifen oder in beiden Streifen
E E neben der C-Linie noch eine T-Linie zu sehen
ist
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Negatives Ergebnis (kein Blut im Stuhl nachweisbar):
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Nur 1 rosa-rote Linie erscheint in der
He- Hp Hb Kontrolllinienregion (C) jedes Streifens. Keine

Linie ist in der Testergebnislinienregion (T) bei
beiden Streifen zu sehen.
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Ungiiltiges Ergebnis:

Wenn die Kontrolllinie (C) nicht ausgebildet
= wird, ist das Testergebnis ungliltig auch wenn
lme die Testergebnislinie erkennbar ist. Das
Fehlen der Kontrolllinie deutet auf einen
Fehler in der Testdurchfiihrung hin oder ist

ein Zeichen daflir, dass Bestandteile des
Tests nicht mehr funktionieren. Wiederholen
Sie den Test mit einer neuen Testkassette.

Bleibt das Problem bestehen, kontaktieren
Sie bitte den Hersteller fir technische
Unterstitzung.

HE- Hp Hb
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EINSCHRANKUNGEN DER METHODE

1. Der Proline Hb-Hp Pro ist nur fir den professionellen In-vitro-
diagnostischen Einsatz gedacht und wird fir den qualitativen Nachweis
von menschlichem Hamoglobin in Stuhlproben benutzt.

2. Eine verldngerte Ablesezeit bis zu 15 min kann zu einer
Sensitivitdtssteigerung des Tests bis zu 10 ng/ml fiihren.

3. Bitte beachten Sie, dass Blut im Stuhl neben Darmbluten auch andere
Ursachen haben wie z.B. H&morrhoiden, Blut im Urin oder
Magenreizungen.

4. Negative Ergebnisse kénnen die Existenz von Polypen und Darmkrebs
nicht ausschlieBen, da einige Polypen wund Darmkrebsarten
intermittierend oder gar nicht bluten. AuBerdem kann es sein, dass das
Blut nicht einheitlich in der Stuhlprobe verteilt ist. Im friihen Stadium
bluten Darmpolypen haufig noch nicht.

5. Urin und oder eine UbermaBige Verdinnung von Proben mit Wasser
aus dem Toilettenbecken kdnnen falsche Testergebnisse verursachen.

6. Dieser Test ist fir den Nachweis von Blutungen im Dinndarmbereich
nur bedingt geeignet, da Ha&moglobin wahrend der Darmpassage
abgebaut wird.

7. Nicht alle Darmblutungen werden durch gutartige oder bdsartige
Polypen hervorgerufen. Wie bei allen Schnelltests sollte das
Testergebnis nicht als alleinige Grundlage einer Diagnose dienen,
sondern sollte vor dem Hintergrund aller klinischen Befunde und
Untersuchungsdaten durch einen Arzt bewertet und ggf. durch weitere
Untersuchungen bestéatigt werden.

Folgende nicht mit Krebs verbundene Faktoren kénnen Blut im Stuhl
verursachen:

1 Eisen

Nahrungserganzungsmittel mit Eisen fihren zu vermehrter Abgabe von Blut in
den Darm. Eisen selber beeintrachtigt den Test nicht. (10)

2)  Acetylsalicylséure (ASA)

ASA ist ein Hauptbestandteil vieler Medikamente gegen Kopfschmerzen (z.B.
Aspirine von Bayer) und wird manchmal als Ersatz fir Macumar als
Blutverdiinner verwendet. (9)

3)  Cumarin

Cumarin (z.B. Macumars) ist ein Medikament zur Vorbeugung gegen Herzinfarkt,
Thrombosen und Schlaganfall. Genau wie ASA verdiinnen Cumarine das Blut. Fast
immer sind kleine Mengen Blut im Stuhl gesunder Menschen vorhanden. Diese
Mengen liegen weit unterhalb der Sensitivitat des PROLINE FOB-Tests und haben
nichts mit Krebs oder einer anderen ernsthaften Erkrankung zu tun. Bei Patienten,
die Blutverdiinner einnehmen, kénnen die Blutungen intensiver sein. Dann ist es
mdglich, dass der cut-off des PROLINE FOB Tests erreicht wird.

4) Hamorrhoiden

Hamorrhoiden kénnen bluten. Deshalb kann eine Stuhlprobe Blut enthalten,
das nichts mit Krebs zu tun hat.

5)  Menstruation

Kleine Mengen Menstruationsblut kénnen in die Stuhlprobe geraten. Auch
dieses Blut hat nichts mit Krebs zu tun.

6) Urinproben

Verschiedene Krankheiten verursachen Blut in Urinproben. Stuhlproben
sollten nicht mit Urin in Berlihrung kommen, damit kein Blut aus dem Urin
nachgewiesen wird.

ANALYTISCHE LEISTUNGSFAHIGKEIT
A) Analytische Sensitivitat

Eine Probe, die menschliches Hamoglobin oder Hb-Hp Komplex mit einer
Konzentration von ca. 4 pg Hamoglobin/g Stuhl (= 75 ng Hamoglobin/mL Puffer nach
Extraktion) beinhaltet, erzeugt ein positives Ergebnis im Hb-Teststreifen bzw. Hb-Hp
Teststreifen. In einigen Fallen kénnen Proben, die menschliches Hamoglobin mit
einer Konzentration von weniger als 4 pg/g Stuhl beinhalten, noch als positiv getestet
werden.



Prozon- bzw. Hook-Effekt:

Proben mit Konzentrationen von 1 mg/ml Hamoglobin oder Hamogléobin-
Haptoglobin Komplex kénnen positiv getestet werden. Der Proline Hb-Hp Pro
Test zeigt keinen ,high dose Hook-Effect* oder Prozon-Effekt bis zu einer
maximalen physiologischen Konzentration (1.000.000 ng/ml=1 mg/ml). Das
heiBt, der Gltigkeitsbereich ist von 100 ng/ml bis 1.000.000 ng/ml Puffer.

B) Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit

Puffer wurde mit Konzentrationen von 0, 100 und 1000 ng/ml Hb bzw. Hb-Hp
versetzt und von drei unabhangigen Probanden untersucht. Zwei von ihnen
waren erfahrene professionelle Anwender, wahrend einer von ihnen eine
ungelibte Person war, die nur ab und zu einen Schnelltest auswertet
(vergleichbar mit einer Arzthelferin). Alle Konzentrationen wurden mit 10
Wiederholungen bei drei unabhangigen Chargennummern getestet. Die
Ergebnisse wurden nach 10 Minuten abgelesen. Alle Tests ergaben die
erwarteten richtig negativen (0 ng/ml) bzw. richtig positiven (100 und 1000
ng/ml) Ergebnisse. Es konnten keine Abweichungen der Tests einer
Chargennummer (Intra-Lotvarianz), zwischen den Tests verschiedener
Chargennummern (Inter-Lotvarianz) oder zwischen den drei Anwendern
festgestellt werden.

C) B. Analytische Spezifitat

Der Proline Hb-Hp Test ist spezifisch fir freies und komplexiertes
menschliches Hamoglobin und zeigt keine Kreuzreaktivitdt mit dem
H&moglobin von Rind und Schwein mit einer Konzentration von bis zu 10
pg/ml, und mit dem H&moglobin von Pferd und Schaf mit einer Konzentration
von bis zu 0,5 mg/ml.

Der Proline Hb-Hp Pro Test zeigt ebenfalls keine Kreuzreaktivitat mit Bilirubin,
Albumin, Kreatinin, Merrettich Peroxidase, Vitamin C, Niacin, Vitamin E,
Pantothenséure, Vitamin B8, Vitamin B2, Vitamin B1, Fols&ure, Biotin, Vitamin
B12, Calcium, Kalium, Magnesium, Paracetamol und Kodeinphosphat.

D) Klinische Daten

Verglichen mit der Diagnose, die man durch Kolonoskopie erhélt, zeigt der
Proline Hb-Hp Pro folgende Daten, basierend auf der Testung eines
baugleichen Tests:

1319 Patienten mit durchschnittlichem Risiko wurden getestet. Von diesen
hatten 405 Patienten (31%) Adenome und 130 Patienten (10%) Adenome im
fortgeschrittenen Stadium. Die Sensitivitéat fir den Nachweis fortgeschrittener
Adenome betrug 27% (Cl, 20% bis 35%) und die Spezifitat 93% (Cl, 91% bis
95%).
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