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Anwendung. Einweg-Tests.
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ELILH. A Echinococcus ermdoglicht die quantitative Bestimmung von
Serumantikdrpern  gegen  Echinococcus  granulosus  durch indirekte
Hamagglutination.

Mit dem Kit kbnnen 102 Tests oder 17 Reaktionen mit 6 Verdiinnungen durchgefiihrt
werden.

2 - EINLEITUNG

Hydatidose oder Echinokokkose ist eine parasitére Erkrankung, die der Entwicklung
der Larve (Hydatide) einer Cestode der Gattung Echinococcus im Zwischenwirt,
einschliefflich des Menschen, entspricht. Der Kreislauf von Echinococcus
granulosus bezieht den Hund als Endwirt ein sowie das Schaf, oder seltener
Menschen als Zwischenwirte.

Die Lokalisation des Hydatids auf Leberebene ist am haufigsten (50 bis 70 %),
gefolgt von einer Lokalisation in der Lunge (25 bis 40 %).

Die Hydatidose bei Echinococcus granulosus zeichnet sich durch seine langsame
Entwicklung und heimtiickische Erscheinung aus. Sie bleibt wenig symptomatisch
und die biologische Diagnose wird hauptséchlich immunologisch durch
Antikorpertests durchgefiihrt.

3- PRINZIP

ELI.H. A Echinococcus basiert auf dem Prinzip der indirekten Hamagglutination.
Die sensibilisierten roten Blutkérperchen bestehen aus roten Blutkdrperchen von
Schafen, die mit einem Echinococcus granulosus-Antigen beschichtet sind

Das Vorhandensein von Serumantikdrpern gegen Echinococcus granulosus
bewirkt, dass sensibilisierte rote Blutkérperchen zusammenklumpen, was zu einem
roten/braunen Schleier fiihrt, der die Vertiefung bedeckt. In Abwesenheit
spezifischer Antikdrper setzen sich diese roten Blutkdrperchen in Form eines Rings
am Boden der Vertiefung ab. Die nicht sensibilisierten roten Blutkdrperchen liefern
die Spezifitat der Reaktion und ermdglichen die Beseitigung der Interferenzen durch
natirliche Anti-Schaf-Agglutinine (Forssman-Hetero-Antikdrper, Antikorper gegen
infektiose Mononukleose usw.).

Die Reaktion findet in einer U-formigen Mikrotiterplatte statt.

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

4 - REAGENZIEN UND MATERIAL

Beschreibung Anzahl

R1: 2,2-ml-Durchstechflasche mit sensibilisierten roten 1
Blutkérperchen

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

BUF: 55-ml-Durchstechflasche mit Phosphatpuffer, pH 7,2
R3: 2-ml-Durchstechflasche mit Adsorbens

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

CONTROL -: 0,2-ml-Durchstechflasche mit Negativkontrolle.
MICROPLATE: U-férmige Mikrotiterplatte

DROPPER: 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 auler dem Reagenz BUF, enthalten Substanzen tierischen
Ursprungs und sollten mit Vorsicht behandelt werden.

Die Proben sind moglicherweise ansteckend. Sie mussen mit den Ublichen
VorsichtsmaRnahmen und in Ubereinstimmung mit den Hygienevorschriften des
Verwendungslandes behandelt werden.

CONTROL-Durchstechflaschen 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.
Schutteln 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 Tropfchen 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
trube 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 diarfen 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;

- Hamolyserdhrchen.

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 pl Reagenz BUF in 8
Vertiefungen der Mikrotiterplatte.

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

- Ubertragen Sie 50 ul des verdiinnten
Serums auf die siebte Vertiefung. Mit dem
Reagenz BUF mischen und 50 pL
wegwerfen.
Diese Verdinnung (1/80) stellt die Serumkontrolle dar, deren Aufgabe es ist, die

natlrlichen Anti-Schaf-Agglutinine nachzuweisen, die bestimmte Seren enthalten
kénnen.

- Schitteln Sie die Reagenzien R1 und R2 vorsichtig.
- Ubertragen Sie einen Tropfen des Reagenz R1 in die ersten 6 Vertiefungen.
« Ubertragen Sie einen Tropfen des Reagenz R2 in die siebte Vertiefung
(Serumkontrolle).
« Ubertragen Sie einen Tropfen des Reagenz R1 in die achte Vertiefung
(Reagenzienkontrolle), die dazu dient, die Glltigkeit des Reagenzes BUF
und des Reagenzes R1 zu uberprufen.

Hinweis: Fuhren Sie nur eine Reagenzienkontrolle pro Testreihe durch.

- Homogenisieren Sie den Inhalt der Vertiefungen sehr sorgfaltig:

» entweder von Hand durch Antippen der Seiten der flach positionierten
Mikrotiterplatte;

« oder mittels eines Mikrotiterplatten-Vibrationsriihrers (zum Beispiel 1300
U/min fur 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 spater ab.

9.3 - Adsorption naturlicher Anti-Schaf-Agglutinine im Fall von Agglutination
der Serumkontrolle

- 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 Kulturiberstand ein. Das Serum wird dann auf 1/4 verdunnt.
- Verdiinnen Sie den Kulturiiberstand in Reagenz 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 dinnen

Umfangsstreifens.

Beispiel: Serum positiv bei 1/1280
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1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 Kontrolle Kontrolle
Serum  Reagenzien

11 - AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Titer <1/160: Unbedeutendes Ergebnis.
Wahrscheinliches Fehlen einer Hydatidose.
Wiederholen Sie den Test 2 bis 3 Wochen spéter und
wenden Sie
Elektrosynthese oder Imnmunelektrophorese an.

Titer = 1/160: Unzuverlassige Reaktion.

Wiederholen Sie den Test 2 bis 3 Wochen spéter und
verwenden Sie

Elektrosynthese oder Immunelektrophorese.

Titer 21/320: Signif!kante Reaktion zugunsten einer progressiven
Hydatidose.

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 Verdinnung
entsprechen. Das Reagenz CONTROL- darf keine Hamagglutination aufweisen.
Wenn dies nicht der Fall ist, ist der Test ungiltig.

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 R1 und R2 aus.

- Wenn die Reaktion in den ersten 6 Vertiefungen positiv ist, miissen Sie mit den
Verdiinnungen fortfahren, um den Grenzwert fur den Hamagglutinationstiter zu
ermitteln.




- Die Serumkontrolle muss ein negatives Ergebnis (Ring) aufweisen. Im Falle einer
Hamagglutination dieser Kontrolle muss der Test wiederholt werden, nachdem
die nattrlichen Anti-Schaf-Agglutinine durch Adsorption aus dem Serum entfernt
wurden.

- Die Reagenzienkontrolle muss ein negatives Ergebnis (Ring) aufweisen. Im Falle
einer Hamagglutination bei dieser Kontrolle, handelt es sich um ein ELI.H. A.
Echinococcus-Reagenz, das nicht gebraucht werden kann.

- Einige Seren, deren Antikérperkonzentration sehr hoch ist, kénnen bei den
ersten Verdlinnungen ein Zonenphdnomen (mit Zuruckziehen des Schleiers)
verursachen, das mit den folgenden Verdiinnungen verschwindet.

- Die Qualitat der Reagenzien ermdglicht die Durchfihrung der Reaktion am
Abend und die Ablesung am néchsten Morgen, sofern die Mikrotiterplatte nicht
bewegt wird und vor Vibrationen geschutzt ist.

- In allen Féllen und bevor die endgultige Diagnose gestellt wird, sollte die
Interpretation des Tests unter Einbeziehung aller klinischen, epidemiologischen
und biologischen Daten und der Ergebnisse anderer Tests erfolgen.

14 - LEISTUNGEN

ELI.H. A Echinococcus besteht aus roten Blutkdrperchen, die durch ein Antigen
von Echinococcus granulosus sensibilisiert wurden. Dies garantiert Sensitivitat und
Spezifitat fir die Reaktion.

Eine Studie mit 221 Humanseren zeigte eine Sensitivitat von 93,0 % (unabhéangig
von der Position der Zysten) und eine Spezifitat von 94,9 %. Vergleiche mit dem IFI-
und dem ELISA-Test haben gezeigt, dass sich diese unterschiedlichen Reaktionen
bemerkenswert erganzen (2).

15 - ABFALLENTSORGUNG

Abfélle missen gemaf den Hygienevorschriften und Gesetzen entsorgt werden, die
im Verwendungsland fir diese Art von Produkt gelten.

Bei versehentlichem Verschitten des Reagenz BUF: Reinigen Sie die Arbeitsflache
mit saugfahigem Papier und spiilen Sie sie mit Wasser ab. Wenn Serum oder ein
anderes Reagenz verschittet wird: Mit Bleichmittel und saugféahigem Papier
reinigen.
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