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Nur zur in vitro-Diagnose bestimmt, nur fiir professionelle Anwendung.
Einweg-Tests.

g

ELILHA Amoeba ermdglicht die quantitative Bestimmung von Serumantikrpern gegen Entamoeba
histolytica durch indirekte Hamagglutination.
Mit dem Kit konnen 120 Tests oder 20 Reaktionen mit 6 Verdiinnungen durchgefiihrt werden.

2 - EINLEITUNG

Amobiasis oder Entamoebiasis ist eine parasitare Erkrankung aufgrund eines bestimmten Protozoen beim
Menschen: Entamoeba histolytica. Es ist die einzige humanpathogene Amébe. Die Serodiagnose macht
es maglich, die Leber- und Lungenamébiasis zu bestatigen.

3 - PRINZIP

ELI.LHA Amoeba basiert auf dem Prinzip der indirekten Hamagglutination. Die sensibilisierten roten
Blutkdrperchen bestehen aus roten Blutkérperchen von Schafen, die mit dem l6slichen Antigen Entamoeba
histolytica beschichtet sind. Das Vorhandensein von Serumantikérpern gegen Entamoeba histolytica
bewirkt, dass sensibilisierte rote Blutkdrperchen zusammenklumpen, was zu einem roten/braunen Schleier
fuhrt, der die Vertiefung bedeckt. In Abwesenheit spezifischer Antikorper setzen sich diese roten
Blutkdrperchen in Form eines Rings am Boden der Vertiefung ab.

Die nicht sensibilisierten roten Blutkérperchen liefern die Spezifitat der Reaktion und erméglichen die
Beseitigung der Interferenzen durch natirliche Anti-Schaf-Agglutinine (Forssman-Hetero-Antikdrper,
Antikorper gegen infektiose Mononukleose usw.).

Die Reaktion findet in einer U-férmigen Mikrotiterplatte statt.

Die Handhabung ist schnell und einfach. Die Ergebnisse werden in nur 2 Stunden erhalten.

4 - REAGENZIEN UND MATERIAL

Beschreibung Anzahl

R1: 2,4-ml-Durchstechflasche mit sensibilisierten roten
Blutkdrperchen 1

R2: 1-ml-Durchstechflasche mit nicht-sensibilisierten roten
Blutkdrperchen

BUF: Durchstechflasche mit 55 ml Phosphatpuffer, pH 7,2

R3: Durchstechflasche mit 2 ml Adsorbens

CONTROL +: 0,2-ml-Durchstechflasche mit titrierter

Positivkontrolle

CONTROL -: 0,2-ml-Durchstechflasche mit Negativkontrolle.

MIKROPLATTE: U-férmige Mikrotiterplatte

TROPFER: spezieller Tropfer
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5 - VORSICHTSMASSNAHMEN BEI DER ANWENDUNG

- Reagenzien sind nur zur in vitro-Diagnose bestimmt und sollten von autorisiertem Personal behandelt
werden.

- Die Tests sind fiir den einmaligen Gebrauch bestimmt.

- Alle Reagenzien auRer dem Reagenz BUF, enthalten Substanzen tierischen Ursprungs und sollten mit
Vorsicht behandelt werden.

- Die Proben sind mdglicherweise ansteckend. Sie miissen mit den tblichen VorsichtsmaBnahmen und
in Ubereinstimmung mit den Hygienevorschriften des Verwendungslandes behandelt werden.

- Die Reagenzien enthalten Natriumazid (Konzentration <0,1 %).

- Verwenden Sie keine Reagenzien nach dem Verfallsdatum.

- Verwenden Sie keine Reagenzien aus verschiedenen Chargen.

- Warten Sie, bis das Serum und die Reagenzien Raumtemperatur erreicht haben.

- Schitteln Sie die Reagenzien R1 und R2 vor Gebrauch vorsichtig.

- Bei der Verabreichung von Reagenzien R1 und R2 muss vorab sichergestellt sein, dass der Tropfer
perfekt senkrecht steht. Stellen Sie sicher, dass sich keine Luftblasen in den Trépfchen befinden, damit
die abgegebenen Mengen konstant sind.

6 - SAMMLUNG UND VERARBEITUNG VON PROBEN

Verwenden Sie frische Seren oder Seren, die bei -20 ° C gelagert wurden und keine triilbe Hamolyse oder
Kontamination aufweisen.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Teilen Sie das Serum niemals in seine einzelnen Bestandteile.

7 - LAGERUNG UND ZUBEREITUNG VON
REAGENZIEN
Die Reagenzien sind gebrauchsfertig.

Alle bei 2-8°C gelagerten Reagenzien sind bis zum auf der Verpackung angegebenen Verfallsdatum
stabil. Sie diirfen nicht eingefroren werden.

8 - ERFORDERLICHES, ABER NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTENES MATERIAL
- Automatische Pipette(n) mit einem an die zu messende Menge angepassten Pipettiervolumen;
- Behalter fur kontaminiertes Abfallmaterial;

- Zentrifuge;

- Hamolyseréhrchen.

9 - VORGEHENSWEISE
Lassen Sie die Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur kommen.

9.1 - Vorbereitung der Probe

Verdiinnen Sie das zu testende Serum auf 1/40:
* 50 pl Serum;
« 1,95 ml Reagenz BUF.

9.2 - Durchfiihrung des Tests auf Mikrotiterplatte
Ubertragen Sie mit einer Mehrkanal-Mikropipette 50 pul Reagenz BUF in 8 Vertiefungen der
Mikrotiterplatte.

- Ubertragen Sie mit einer Mikropipette 50 pl des verdiinnten Serums in die erste Verteifung.
Mit dem Reagenz BUF mischen und vorzugsweise mit Hilfe eines ,tulpenférmigen* Mikroverdiinners
50 pl der ersten Vertiefung in die zweite Verteifung, von der zweiten Verteifung in die dritte Verteifung
und so weiter bis zur sechsten Vertiefung ubertragen, wobei 50 pl der sechsten Vertiefung
weggeworfen werden.
Dies fihrt zu Verdiinnungen von 1/80 bis 1/2560.

Ubertragen Sie 50 pl des verdiinnten Serums auf die

siebte Verteifung. Mit dem Reagenz BUF mischen und

50 pL wegwerfen.

Diese Verdiinnung (1/80) stellt die Serumkontrolle dar, deren Aufgabe es ist, die nattirlichen Anti-
Schaf-Agglutinine nachzuweisen, die bestimmte Seren enthalten kénnen.

Schiitteln Sie die Reagenzien R1 und R2 vorsichtig.
. Qbenragen Sie einen Tropefen des Reagens R1 in die ersten 6 Vertiefungen.
+ Ubertragen Sie einen Tropfen des Reagens R2 in die siebte Verteifung (Serumkontrolle).
« Ubertragen Sie einen Tropfen des Reagens R1 in die achte Verteifung (Reagenzienkontrolle),
die dazu dient, die Giiltigkeit des Reagenzes BUF und des Reagenzes R1 zu tberpriifen.

Hinweis: Fuhren Sie nur eine Reagenzienkontrolle pro Testreihe durch.

- Homogenisieren Sie den Inhalt der Vertiefungen sehr sorgféltig:
« entweder von Hand durch Antippen der Seiten der flach positionierten Mikrotiterplatte;
« oder mittels eines Mikrotiterplatten-Vibrationsriihrers (zum Beispiel 1300 U/min fiir eine Dauer
von 10 Sekunden). Verwenden Sie keinen runden Rihrer.
- Lassen Sie die Platte dann bewegungslos und véllig vibrationsfrei liegen.

- Lesen Sie die Reaktion 2 Stunden spéter ab.

9.3 - Adsorption natirlicher Anti-Schaf-Agglutinine bei Agglutination der Serumlontrollo
- Schitteln Sie das Reagenz R3 vorsichtig.
- Geben Sie es in ein Réhrchen und mischen Sie es mit:
« 0,1 ml Serum;
+ 0,3 ml Reagenz R3.
Lassen Sie es 60 min lang bei Raumtemperatur inkubieren.
- 15 Minuten lang bei 2000 U/min zentrifugieren.
Sammeln Sie den Kulturiiberstand ein. Das Serum wird dann auf 1/4 verdinnt.
- Verdlnnen Sie den Kulturiiberstand in Reagens BUF auf 1/10, um eine adsorbierte Mutterverdiinnung
(1/40) zu erhalten.
Wiederholen Sie das Protokoll ,Durchfiihrung des Tests auf Mikrotiterplatte“ und ersetzen Sie die
Mutterverdiinnung durch die adsorbierte Mutterverdiinnung.

10 - ABLESEN

Negative Reaktion: Keine Hamagglutination.
Vorhandensein eines mehr oder weniger breiten Rings am Boden der

Vertiefung.

Positive Reaktion: Vorhandensein von Hamagglutination.

Vorhandensein eines roten/braunen Schleiers, der die Vertiefung bedeckt;

Vorhandensein eines diinnen Umfangsstreifens.

Kontrolle  Kontrolle
Serum Reagenzien

Beispiel: Serum positiv bei 1/1280

CNONCNO,

1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560

11 - AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Titer <1/80: negative Reaktion.
Wabhrscheinliches Fehlen einer Gewebe-Amébiasis.

1/80 < Titer < 1/160: Unzuverlassige Reaktion.

Eine Kontrolle sollte unter Verwendung von Elektrosynase-Techniken und
Latex-Agglutinationstechniken (ELITex Bicolor Amoeba) und indirekte
Immunfluoreszenztechniken durchgefiihrt werden.

Titer> 1/320: signifikante Reaktion zugunsten der viszeralen Amébiasis.

12 - INTERNE QUALITATSKONTROLLE

Die Reagenzien CONTROL+ und CONTROL- mussen wahrend der Analyse als Serum behandelt werden.
Der Titer des Reagenzes CONTROL+ muss dem auf dem Etikett des Flaschchens angegebenen Titer bei
+ einer Verdiinnung entsprechen. Das Reagenz CONTROL- darf keine Hamagglutination aufweisen.
Wenn dies nicht der Fall ist, ist der Test ungdltig.

13 - URSACHEN VON FEHLERN UND EINSCHRANKUNGEN DES TESTS
Schlechte Lagerung des Serums.

- Schlechte Lagerung der Reagenzien nach dem Offnen.

- Verwenden Sie nur die im Kit enthaltenen Tropfer.

- Tauschen Sie die Tropfer nicht zwischen den Reagenzien aus R1 und R2 aus.

- Wenn die Reaktion in den ersten 6 Vertiefungen positiv ist, fahren Sie mit den Verdiinnungen fort, um
den Grenzwert fiir den Hamagglutinationstiter zu ermitteln.

- Die Serumkontrolle muss eine negative Reaktion (Ring) ergeben. Im Falle einer Hamagglutination
dieser Kontrolle muss der Test wiederholt werden, nachdem die nattirlichen Anti-Schaf-Agglutinine
durch Adsorption aus dem Serum entfernt wurden.

- Die Reagenzienkontrolle muss eine negative Reaktion (Ring) ergeben. Im Falle einer
Hamagglutination bei dieser Kontrolle, handelt es sich um ein Reagenz ELI.HA Amoeba, das nicht
gebraucht werden kann.

- Einige Seren, deren Antikorperkonzentration sehr hoch ist, konnen bei den ersten Verdiinnungen ein
Zonenph&nomen (mit Zuritickziehen des Schleiers) verursachen, das mit den folgenden Verdiinnungen
verschwindet.

- Die Qualitat der Reagenzien erméglicht die Durchfiihrung der Reaktion am Abend und die Ablesung
am néchsten Morgen, sofern die Mikrotiterplatte nicht bewegt wird und vor Vibrationen geschiitzt ist.

- Inallen Fallen und bevor die endguiltige Diagnose gestellt wird, sollte die Interpretation des Tests unter
Einbeziehung aller klinischen, epidemiologischen und biologischen Daten und der Ergebnisse anderer
Tests erfolgen.

14 - LEISTUNGEN

ELILHA Amoeba besteht aus roten Blutkdrperchen, die durch ein Antigen von Entamoeba histolytica
sensibilisiert wurden und das durch Axenkultur (eine Kultur, die frei von saprophytischen oder pathogenen
Keimen ist) erhalten wurde. Dies garantiert Sensitivitat und Spezifitat fir die Reaktion.

Die Ergebnisse der Auswertungen des Reagens ELI.HA Amoeba zeigen somit eine Sensitivitat von 93 %
und eine Spezifitat von 97 %.

15 - ABFALLENTSORGUNG

Abfalle mussen gemaR den Hygienevorschriften und Gesetzen entsorgt werden, die im Verwendungsland
fr diese Art von Produkt gelten.

Bei versehentlichem Verschiitten des Reagens BUF: Reinigen Sie die Arbeitsflache mit saugfahigem
Papier und spllen Sie sie mit Wasser ab. Wenn Serum oder ein anderes Reagens verschittet wird: Mit
Bleichmittel und saugféhigem Papier reinigen.
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