GEBRAUCHSANLEITUNG

Babesia microti IFA
IgG Antikorper Kit

Bestellnummer: BMG-120
Format: 120 Tests
Aufbewahrung 2-8°C

Ein indirekter Immunfluoreszenztest zum
Nachweis humaner IgG Antikérper gegen
Babesia microti

In-vitro-Diagnostikum
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VERWENDUNGSZWECK

Der Babesia microti Immunfluoreszenz-Antikorper (IFA) IgG Test
ist zum semi-quantitativen Nachweis humaner IgG- Antikérper
gegen Babesia microti und als in vitro Test zur Unterstiitzung
bei der Diagnose von Babesiose bestimmt.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG DES TESTS
Babesiose in Nordamerika wird durch das Protozoan Babesia
microti verursacht. Sie wird durch den Biss infizierter Zecken
Ubertragen und es ist bekannt, dafs Babesiose mit Anaplasma
phagocytophila (HGE) wund/oder Borrelia burgdorferi
zusammen Ubertragen werden kann. Bei der anschliefSenden
Infektion kommt es zu einer spezifischen Antikorperreaktion,
die nachgewiesen und als indirektes Mittel zur Identifizierung
von infizierten Personen genutzt werden kann. Der IFA Test
verwendet Babesia microti infizierte Hamster- oder
Mauseerythrozyten als Substrat flir den spezifischen
Antikorpernachweis.

Verdtiinnungen des Patientenserums werden auf Testfelder,
beschichtet mit Babesia microti infizierten Hamster- oder
Mauseerythrozyten, pipettiert und inkubiert. Danach werden
ungebundene Serumbestandteile durch Waschen entfernt
und die spezifische Reaktion durch Anfarbung mit
Immunglobulin klassenspezifischem DyLight 488 Konjugat
nachgewiesen. Die resultierenden Reaktionen werden mit der
Standardfluoreszenzmikroskopie ausgewertet. Eine positive
Reaktion zeigt eine scharf abgegrenzte apfelgriine
Fluoreszenz der Einschlusskérper in den Erythrozyten. Eine
negative Reaktion zeigt keine Fluoreszenz oder die
Fluoreszenz zeigt ein anderes Muster als die der positiven
Kontrolle. Positive Proben koénnen zur Bestimmung des
Endtiters weiter verdiinnt und nochmals getestet werden.

INHALT DES TESTBESTECKS

mm Substratobjekttriager (10)

Zehn Objekttrager mit jeweils zwolf Testfeldern, mit Aceton-
fixierten Hamster- oder MA&useerythrozyten, infiziert mit
Babesia microti und unter Vakuum verpackt.

CONJ| FITC IgG Konjugat, 2.5 ml

Tropfflasche mit gelbem Verschluss enthélt Anti-Human-
IgG-DyLight 488 Konjugat in proteinhaltiger Pufferlésung, mit
Evans Blau als Gegenfarbung.

CONT Positive Kontrolle, 0.5 ml

Tropfflasche mit blauem Verschluss enthilt reaktives
gebrauchsfertiges Humanserum, 1:64 vorverdinnt.

CONT] - Negative Kontrolle, 0.5 ml

Tropfflasche mit rotem Verschluss enthdlt nichtreaktives
Humanserum, 1:50 vorverdunnt.

@ Eindeckmedium, 1 ml
Tropfflasche enthélt 50% Glyzerin in PBS

IBUF |WASH I PBSI PBS, Pulver fiir 1 Liter

Auflésen des Pulvers in 1 1 destilliertem Wasser ergibt 1 1
PBS pH 7,2.



Hinweise und Vorsichtsmafinahmen

e Alle Reagenzien dieses Testbestecks, die humanen
Ursprungs sind, ergaben bei der Prufung auf HCV,
HBsAg bzw. Antikérper gegen HIV [/II-Virus ein
negatives Ergebnis. Trotzdam kann das Vorhandensein
solcher infektioser Erreger nicht mit absoluter Sicherheit
ausgeschlossen werden. Die Reagenzien sollten deshalb
wie potentiell infektiéses Material behandelt werden.

. Die Objekttrager sind mit chemisch inaktivierten
Antigenen hergestellt. Die Objekttrdagern sollten
dennoch wie potentiell infektidses Material behandelt
werden.

e Dieser Kit ist lediglich zum in-vitro-Gebrauch bestimmt.

. Einige der Reagenzien enhalten als Konservierungsmittel
Thimerosal, deshalb ist ein Verschlucken und Bertihren
mit der Haut zu vermeiden.

e Benutzen Sie keine Kitbestandteile nach Ablauf der
Verfallsdaten.

e Konjugat ist lichtempfindlich, es ist in ein Licht-
undurchléssiges Plastikgefass abgeftillt. Nach Gebrauch
wieder dunkel lagern.

e Konjugat enthalt Evans' Blau, dies kénnte krebserregend
sein. Vermeiden Sie Kontakt mit der Haut.

Lagerung und Stabilitidt der Reagenzien

Die Reagenzien bei 2-8°C lagern. Die Haltbarkeit ist fur alle
Reagenzien den Etiketten zu entnehmen.

Nicht verwendete Objekttrager sollten dicht in der Folie
verschlossen mit Trockenmittel bei 2-8°C gelagert werden.
Die Beschichtung ist unter diesen Lagerbedingungen fir 2
Monate stabil.

Vor Gebrauch sind die Reagenzien auf Raumtemperatur (20 —
25 °C) zu bringen und sorgfaltig zu mischen. Fur das
Pipettieren sind Pipettenspitzen aus Kunststoff zu
verwenden.

PROBENGEWINNUNG UND AUFBEWAHRUNG

Es ist keine besondere Probenvorbehandlung erforderlich.
Serum- bzw. Plasmaproben (EDTA, Heparin) koénnen
verwendet werden. Die Proben kénnen 5 Tage bei 2-8°C
aufbewahrt werden. Bei langerer Aufbewahrung Proben sofort
nach Entnahme in Aliquots aufteilen und bei -20°C
einfrieren. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen vermeiden!
Aufgetaute Proben sollten vor der Verwendung im Test
gemischt werden (Vortex).

TESTDURCHFUHRUNG
Der Kit enthalt gentigend Material fir 120 Testfelder.

Erforderliche Laborgerite und Hilfsmittel
(nicht im Kit enthalten):

Aqua dest.

Waschflasche fir PBS

Prazisionspipetten

Reagenglaser zur Serenverdiinnung

24 x 50 mm Deckgléschen

Fluoreszenzmikroskop mit Filtersystem fur FITC
(maximale Anregungswellenldnge 490 nm, mittlere
Emissionswellenldnge 530 nm) und 400X Vergrosserung.
e  37°C-Brutschrank

e feuchte Kammer

Zur Beachtung

e Alle Komponenten sind stabil bis zum Monatsende des
Verfalldatums bei einer Lagerung bei +2 bis +8 °C.

e  Testbestandteile nur bis zum Ablauf des Verfalldatums
verwenden.

e  Reagenzien wahrend der Lagerung oder Inkubation vor
starkem Lichteinfall schiitzen.

e Die flissigen Reagenzien enthalten 0,005 %
Thimerosal, das bei Verschlucken evtl. toxisch ist.

Vorbereitung der Proben und Reagenzien

1. Objekttrager und Krontrollen aus dem Kuhlschrank
nehmen und auf Raumtemperatur erwarmen. Folie an
der Seite einreissen, Objekttrager entnehmen und
beschriften.

2. Patientenseren 1:64 mit PBS verdiinnen.

3. Positiv-Kontrolle und gegebenenfalls Patientenseren mit
PBS weitertitrieren. Bereiten Sie Verdiinnungen der
Positiv-Kontrolle von 1:256, 1:512 und 1:1024 vor.
Beachten Sie, dafl diese Kontrolle schon 1:64
vorverdunnt ist.

Testdurchfiihren
1. 10 pL verdtinnte Patientenseren auf die entsprechenden
Testfelder pipettieren.

2. Beijeder Testdurchfiihrung eine Negativkontrolle und die
vorgeschriebenen Verdinnungen der Positivkontrolle
mitfihren.

3. Objekttrager in feuchter Kammer fir 30 Minuten im
Brutschrank bei 37°C inkubieren.

4. Objekttrager aus der Kammer nehmen. Sptlen Sie die
Objekttrager mit einer Wsschenflasche mit einem
sanften Strahl mit PBS. Puffer in den Abfluss
abschutteln und den  Waschvorgang zweimal
wiederholen.

5. Aufjedes Testfeld einen Trpfen (10ul) Konjugat geben und
30 Minuten in einer feuchten Kammer dunkel (das
Konjugat ist lichtempfindlich) bei 37°C inkubieren.

6. Waschen Sie die Objekttrager wie in Schritt 4
beschrieben.

7. Geben Sie auf jeden Objekttrager 2-3 Tropfen
Eindeckmittel und legen Sie Deckgldschen darauf.

8. Reaktionsfelder bei 400-facher Vergrofserung mit einem
Fluoreszenzmikroskop auswerten. Vergleichen Sie die
Reaktionen mit der positiven und der negativen
Kontrolle. Angefarbte Objekttrager konnen far bis zu 24
Stunden bei 2-8°C in der Dunkelheit gelagert werden.

9. Fur eine optimale Fluoreszenz, die Objekttrager am selben
Tag untersuchen; bis zur Auswertung im Dunkeln bei +2
bis +8 °C aufbewahren.

QUALITATSKONTROLLE

Jedesmal, wenn ein oder mehrere Objekttrager angefarbt
werden, sollten sowohl Positiv- als auch Negativkontrolle
mitgefiihrt werden. Der Endtiter der Positivkontrolle sollte bei
einer Verdiinnung von 1:8 der gebrauchsfertigen (1:64
vorverdtiinnten) Kontrolle liegen (also bei 1:512). Je nach
Laborbedingungen bzw. technischer Ausstattung kann der
Endpunkt zwischen einer Verdiinnung von 1:4 und 1:16 der
vorverdtinnten Kontrolle liegen (also bei 1:256 oder 1:1024).
Die Negative Kontrolle sollte keine Fluoreszenz aufweisen.
Weichen die Ergebnisse der Kontrollen von diesen Angaben ab,
sollten die Patiententests als ungtiltig betrachtet und der Test
wiederholt werden.



INTERPRETATION DER TESTERGEBNISSE

Eine positive Reaktion zeigt mindestens eine 1 + Reaktion der
Einschlusskorper. Die Testfelder mtissen mit Reaktionen der
Positiv- und  Negativkontrolle  verglichen  werden.
Fluoreszenzmuster, die nicht denen der Positivkontrolle
entsprechen, mussen als unspezifisch (und damit negativ)
gelten.

ERGEBNISSE DER PATIENTENPROBEN

21:64: IgG Titer von 1:64 und grosser sind positiv. Positive
Seren sollten austitriert werden, um ihren Endtiter fiir den
Vergleich mit Enttitern anderer Proben vom gleichen
Patienten festzustellen.

<1: 64: Titer < 1:64 werden als negativ auf Antikorper gegen
Babesia microti betrachtet. Wurde die Probe bei Einsetzen
der Symptomatik genommen, sollten im Verlauf weitere
Proben genommen werden, um eine Serokonversion zu zeigen
(oder auszuschliessen). Dies gilt besonders, wenn schon eine
antibiotische Therapie eingeleitet worden war.

EINSCHRANKUNGEN

Kreuzreaktionen mit Plasmodium spp wurden dokumentiert.
Die Kreuzreaktivitdt mit Babesia divergens, die schwerere
Infektionen in europadischen Patienten hervorruft, wird
gegenwartig untersucht

ZU ERWARTENDE BEFUNDE

Die Spezifitat der vorherrschenden Antikoérper ist abhangig
von der geographischen Region und der
Bevolkerungsgruppe, die getestet wird.
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