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1. Kullanim amaci

In vitro tani amagcli kullanim icindir. RIDASCREEN® Entamoeba, insan gaita
orneklerinde Entamoeba histolytica ve Entamoeba dispar'in kalitatif olarak
belirlenmesine yonelik bir enzim immunolojik tahlilidir.

2. Testin 6zeti ve agiklamasi

TUm dinyada her yil 500 milyon kadar insan Entamoeba histolytica ve Entamoeba
dispar ile enfekte olmaktadir. Molekuler genetik analizleri, geleneksel tanisal
yontemlerle belirlenmis ve Entamoeba histolytica olarak adlandiriimig olan bu
protozoalarin, farkhlastirilamayan bir morfolojiye sahip iki tir olduklarini géstermistir.
Biri patojenik tlrlerden Entamoeba histolytica ve digeri de Entamoeba dispar olup
mevcut bilgi diizeyinde patojenik degildir.

Amebiyaz klinik semptomlari, parazitin bagirsak [imeninden kolonun mukoz
membranlarini istilasiyla tetiklenir. Burada sik sik fagosit eritrositler iceren trofozoitler
buluruz. Boyutlari nedeniyle bu trofozoitler magna form olarak bilinirler. Bagirsak
mukozasini istilanin sonuglari, diyare, dizanteri veya hatta amebom'dur. Yayilma
sonrasinda potansiyel komplikasyonlar arasinda karacigerde, akcigerlerde ve ¢ok
nadir vakalarda beyinde bile abseler olup hastalik tedavi edilmediginde ¢cogunlukla
olumcal bir seyir izler.

Amebiyazin akut bagirsak formunun klinik semptomlari, mide bulantisiyla birlikte
agrih abdominal kramplar ve fegeste kan ve mukozayla birlikte biyuk ¢apl diyaredir.
Hastaligin akut asamasi, kabizlik, abdominal agri, mide bulantisi ve kusmayla
degisen ara sira diyareli kronik bir duruma dogru geligebilir. Literatur, kistlerin
tamamen asemptomatik tagtyicilarini bildirmektedir.

Patojenlerin dogrudan belirlenmesi icin, adhezin-spesifik antikorlar iceren
RIDASCREEN® ELISA gibi hassas immuinolojik test yontemleri mikroskopiye gére
cok daha avantajlidir. Entamoeba’nin spesifik adezini, konak¢inin enterositlerinin
galaktozuna veya N-asetil-galaktosaminine spesifik olarak baglanan bir yizey
proteinidir ve patojenin daha sonraki istilasini bu htcrelerin lizisleriyle kolaylastirir.
Tum akut amebik dizanteri vakalarinin yaklasik % 10'unu, karacigerde abse veya
diger organlarda enfeksiyon gibi bagirsak disi komplikasyonlar izler. Antikorlarin
serolojiyle belirlenmesi, bagirsak digi amebiyaz durumunda endikedir.

Bu yontem, taniyi stibjektif degerlendirmeden bagimsiz kilar ve morfolojik bakimdan
artik belirlenebilir olmaktan ¢cikmis parcalari belirlemekte daha hassastir. Antikor
titrasyonlari, genellikle klinik belirtilerin ve semptomlarin baglamasiyla ayni zamanda
belirlenebilirler ve bunun hemen ardindan spesifik antikorlarin belirlenmesi

E. histolytica'yl belirlemeyi olanakl kilar. Bu ayrica, tedavi seciminde énemli olan
bagirsak ve bagirsak digi amebiyaz titrasyon diizeyleri arasinda farklilastirma yapma
olanagini da sunar.
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3. Test prensibi

RIDASCREEN® Entamoeba Test, spesifik antikorlarl sandvig tipi bir yéntemde
kullanir. Mikro-kuyucuk plakasinin kuyucuk ytizeyi, Entamoeba histolytica ve
Entamoeba dispar antijenlerine kargi spesifik antikorlarla kaplanir. Oda sicakliginda
(20 - 25 °C) inklibasyon icin, incelenecek gaita 6rneginin yani sira kontrol
numunelerinin bir sispansiyonunu, mikro-kuyucuk plakasinin kuyucuguna, biyotinli
anti-Entamoeba antikorlariyla (Konjugat 1) birlikte yerlestirmek icin bir pipet kullanilr.
Bir ylkama adimindan sonra, streptavidin poli-peroksidaz konjugati (Konjugat 2)
eklenir ve oda sicakliginda (20 - 25 °C) inkibe edilir. Bir numunede Entamoeba
antijenleri bulundugunda, immobilize antikorlar, Entamoeba antijeni ve konjuge
antikor bir sandvi¢c kompleksi olugtururlar. Baska bir yikama adimi, baglanmamis
streptavidin poli-peroksidaz konjugatini uzaklastirir. Substrat eklendikten sonra, test
pozitifse, baglanan enzim, mikro-kuyucuk plakasinin kuyucuklarinda daha dnceki
renksiz solisyondan maviye renk degistirir. Bir durdurma reaktifinin eklenmesi, rengi
maviden sariya degistirir. Ekstinksiyon, numunede bulunan Entamoeba antijenlerinin
konsantrasyonuyla orantihdir.
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4. Saglanan reaktifler

Kitte saglanan reaktifler 96 belirleme igin yeterlidir.

Plate 96 Test | Mikro-kuyucuk plakasi, strip tutucuda 12 mikro-kuyucuk
stripi (bunlar bolunebilirdir); Entamoeba histolytica ve
Entaboeba dispar'a karsi spesifik monoklonal antikorlariyla
kapl (fare)

Diluent | 1 100 ml | Ornek seyreltme tamponu, protein-tamponlu NaCl
solisyonu; kullanima hazir, mavi renkli

| Wash buffer| 1100 ml | Yikama tamponu, fosfat tamponlu NaCl soliisyonu (10-kat
konsantre); % 0,1 timerosal igerir

Control | + 2 mi inaktive Entamoeba antijeni; kullanima hazir

2ml Negatif kontrol (6rnek seyreltme tamponu); kullanima hazir

\ Conjugate |1 \ 13 ml Stabilize protein solisyonunda Entamoeba antijenlerine
karsi biyotin-konjuge antikorlar (fare); kullanima hazir, yesil
renkte

\Conjugate | 2\ 13 ml Stabilize protein soliisyonunda streptavidin poli-peroksidaz

konjugat; kullanima hazir; turuncu renkte

Substrate 13 mi Hidrojen peroksit/TMB; kullanima hazir

Stop 12 ml Durdurma reaktifi; 1 N sulftrik asit; kullanima hazir

Tehlikeli maddeler, etiketleme yukimluliklerine gore belirtiimistir. Daha fazla ayrinti
icin, www.r-biopharm.com adresindeki Guvenlik Veri Formlarina (SDS) basvurun.

5. Saklama talimatlari

Tam reaktifler 2 - 8 °C'de saklanmalidir ve etikette basil tarihe kadar kullanilabilirler.
Seyreltiimis yikama tamponu 2 - 8 °C'de saklanmig olmasi sartiyla, maksimum

4 hafta boyunca kullanilabilir. Mikrobiyal kontaminasyon 6nlenmelidir. Son kullanma
tarihinden sonra, kalite garantisi artik gecerli degildir.

Aliminyum torba, klip mahur yirtilmayacak sekilde makasla aciimaldir. Gerekli
olmayan mikro-kuyucuk stripleri aliminyum torbaya geri konulmali ve hemen

2 - 8 °C'de saklanmalidir.

Renksiz substrat, ayrismasini veya oto-oksidasyon nedeniyle maviye donmesini
onlemek icin dogrudan isiktan korunmalidir. Substrat maviye dondukten sonra
kullaniimamalidir.
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6. Gerekli olan ama sa glanmayan reaktifler

6.1 Gerekli reaktifler
Asagidaki reaktifler RIDASCREEN® Entamoeba testini gerceklestirmek icin gereklidir:

REEVIE

Distile veya deiyonize su

6.2 Gerekli laboratuvar ekipmanlari

Asagidaki ekipmanlar RIDASCREEN® Entamoeba testini gerceklestirmek icin
gereklidir:

Test tupleri

Tek kullanimlik pipetler (Artikel no.: Z0001)

Vorteks karistirici (opsiyonel, bkz. 9.3.)

50 - 100 pl ve 1 ml hacim igin mikro-pipet

Olguim silindiri (1.000 ml)

Zamanlayici

Mikro-titrasyon plakalari icin yilkama cihazi veya ¢ok kanall pipet (300 pl)
Mikro-titrasyon plakalari icin fotometre (450 nm, referans filtresi 620-650 nm)
Filtre kagidi (laboratuvar havlularr)

7. Kullanicilar igin uyarilar ve énlemler

Yalnizca in vitro tani amagch kullanim igindir.

Bu test, sadece egitimli laboratuvar personeli tarafindan yapiimalidir. Tibbi
laboratuvarlarda calisma yonergelerine uyulmalhdir. Bu test icin kullanici talimatlarina
her zaman kesinlikle uyun. Numuneler veya reaktifler, agizdan pipetle ahinmamalhdir
ve yarali cilt veya mukoz membranlarla temas etmeleri dnlenmelidir. Numuneleri
kullanirken kisisel guvenlik ekipmanlari (uygun eldivenler, laboratuvar 6nlugu,
guvenlik gozlukleri) kullanin ve testi bitirdikten sonra ellerinizi yikayin. Numunelerin
islenmekte oldugu alanlarda sigara icmeyin, bir sey yemeyin veya icmeyin.

Daha fazla ayrinti icin, www.r-biopharm.com adresindeki Guvenlik Veri Formlarina
(SDS) basvurun.

Kit, inaktive Entamoeba antijeni bulunan bir pozitif kontrol icermektedir. Potansiyel
olarak enfeksiy6z materyal olarak islem goérmeli ve tipki hasta numuneleri gibi ulusal
guvenlik yonetmeliklerine uygun olarak kullaniimahdir.

Yikama tamponu koruyucu olarak % 0,1 timerosal icerir. Bu maddenin, cilt veya
mukoza zarlariyla temas etmesine izin verilmemelidir.
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Kullanildiktan sonra tim reaktiflerin ve materyallerin uygun ve sorumlu bir sekilde
bertaraf edilmelerini saglayin. Bertaraf icin, lutfen ulusal yonetmeliklere uyun!

8. Numuneleri toplama ve saklama

Kullanilana kadar materyali 2 - 8 °C'de saklayin. Materyal bir testte t¢ giin icinde
kullanilamayacaksa -20 °C'de veya daha sogukta saklanmasini 6neririz. Numuneyi
tekrar tekrar dondurmaktan ve ¢ozmekten kacinin. Bir gaita 6érnegi bir 6rnek
seyreltme tamponunda 1:11 oraninda seyreltildikten sonra, yedi gin i¢inde
kullaniimak tzere 2 - 8 °C'de saklanabilir (Tab. 1).

Tab. 1: Numune saklama

Seyreltiimemi § gaita numunesi Seyreltilmi § numune
2-8°C <-20°C 2-8°C
<3gln >3 gun <7 gln

Gaita Ornekleri ve rektal smear'lar, koruyuculu nakil ortam maddesi, hayvan serasi,
metal iyonlari, oksitleyici ajanlar veya deterjanlar iceren nakil kaplarinda
toplanmamalidir, ¢tinkii bunlar RIDASCREEN® Entamoeba Test'le etkilesime
girebilirler. Rektal smear'lar kullaniliyorsa, gaita materyali hacminin test icin yeterli
oldugundan (yaklasik 100 mg) emin olun.

Temas izlemesi, asemptomatik tagiyicilari belirleyebilmek amaciyla, klinik
semptomlar gostermeyen temas kigilerinden alinmig gaita 6rneklerini test etmeyi
icermelidir.

9. Test proseduri

9.1 Genel bilgiler

Tum reaktifler ve mikro-kuyucuk kullaniimadan énce oda sicakligina

(20 - 25 °C) getirilmelidir. Mikro-kuyucuk stripleri, oda sicakligina ulagsana kadar
aliminyum torbadan ¢ikariimamalidir. Reaktifler kullaniimadan hemen once iyice
karistiriimahdir. Kullandiktan sonra, mikro-kuyucuk stripleri (mahdrla torbalara
yerlestiriimig) ve reaktifler 2 - 8 °C'de saklanmaldir. Mikro-kuyucuk stripleri
kullanildiktan sonra tekrar kullaniimamalidir. Reaktifler ve mikro-kuyucuk stripleri,
ambalajlari hasarliysa veya flakonlar sizintiliysa kullanilmamahdirlar.

Capraz kontaminasyonu 6nlemek igin, érneklerin kit bilesenleriyle dogrudan temas
etmesi 6nlenmelidir.

Test dogrudan gunes 1s1ginda gerceklestiriimemelidir. Buharlagma kayiplarini
onlemek icin mikro-kuyucuk plakasini 6rtmeyi veya plastik 6rtiyle muhtrlemeyi
oneririz.

6 2019-07-10 RIDASCREEN® Entamoeba



9.2 Yikama tamponunu hazirlama

1 parca konsantre yikama tamponunu | Wash buffer| 9 parca distile suyla karistirin.
Konsantrede mevcut olabilecek kristaller, 37 °C'de bir su banyosunda isitarak
onceden ¢ozulmelidir.

9.3 Numuneleri hazirlama

Etiketli bir test tiipiinii 1 ml RIDASCREEN® érnek seyreltme

tamponu ile doldurun. ince bir gaita (yaklasik 100 pl) érnegini ikinci
citkintinin hemen Gzerine aspire etmek igin bir tek kullanimlik pipet (Artikel no. Z0001)
kullanin ve bunu bir siispansiyon olusturmak icin test tipindeki tampona ekleyin.

Bir katl gaita 6rnegini siispanse etmek icin, bir spatula veya tek kullanimlik 6zeyle
esit miktarda (yaklasik 50 - 100 mg) 6rnek kullanin.

Gaita suispansiyonunu, tek kullanimlik bir pipetle iceri aspirasyon ve disari
ejeksiyonla veya alternatif olarak bir Vorteks karigtiricida karistirarak homojenize
edin.

Suspansiyonu, kaba gaita partikillerinin ¢cokmesi icin kisa bir stire bekletin; bu
berraklagmis gaita stispansiyonu ust fazi, testte dogrudan kullanilabilir. Test
proseduri bir otomatik ELISA sisteminde gerceklestirilirse, tst fazin partikilsiz
olmasi gerekir. Bu durumda, 6rnedin 2.500 G’'de 5 dakika boyunca santrifiije
alinmasi onerilir.

Not: |Diluent| 1 |icerisinde seyreltiimi § gaita drnekleri, yine
Diluent | 1 |kullanilmi s olmasi sartiyla di ger herhangi bir

RIDASCREEN® ELISA'da kullanilabilir.

9.4 Ik inkiibasyon

Strip tutucuya yeterli sayida kuyucuk ekledikten sonra, 100 pl pozitif ,
negatif veya gaita 6rnegi sispansiyonunu kuyucuklara ekleyin. Daha
sonra, 100 pl biyotin-konjuge antikor \Conjugate | 1| ekleyin ve karistirin (plakanin
kenarina hafifce vurarak); ardindan, oda sicakliginda (20 - 25 °C) 30 dakika boyunca
inkiibe edin.

9.5 Yikama

Dogru sonuclara ulagmak icin dikkatli yikama 6nemlidir ve bu nedenle, talimatlara
kesin olarak uyarak hareket edin. Kuyucuklardaki inkiibe edilmis madde, yerel
yonetmeliklere uygun bertaraf icin bir atik kabina bosaltiimalidir. Bundan sonra,
kalinti nemi uzaklastirmak icin plakayi absorban kagidin tzerine vurun. Ardindan her
seferinde 300 pl yikama tamponunu |Wash buffer| kullanarak plakayi bes kez
yikayin. Her yikamadan sonra, absorban kagidin halen kuru ve kullanilmamis olan
bir bolimune vurarak kuyucuklarin tamamen bosaldiklarindan emin olun.

Bir mikro-kuyucuk yikayicl veya tam otomatik ELISA kullaniyorsaniz, makinenin
dogru sekilde ayarlandigindan emin olun; gerekirse Ureticiden ayarlari isteyin.
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R-Biopharm tarafindan teslim edilen cihazlar zaten dogrulanmis ayarlarla ve i
protokolleriyle programlanmislardir.

Yikama ignelerini tikamayi dnlemek icin, yalnizca partikil icermeyen gaita
suspansiyonlari dagitiimalidir (bkz. Madde 9.3., Numuneleri hazirlama). Ayrica her
yikama adimi sirasinda tim sivinin aspire edildiginden emin olun.

9.6 ikinci inkiibasyon

Kuyucuklara 100 pl streptavidin poli-peroksidaz konjugati \ Conjugate | 2\ doldurmak
icin bir pipet kullanin, ardindan oda sicakliginda (20 - 25 °C) 15 dakika boyunca
inkiibe edin.

9.7 Yikama
Madde 9.5'te aciklandigi gibi yikayin.

9.8 Uglinci inkiibasyon

Tum kuyucuklari 100 pl substratla doldurun. Ardindan plakay! oda
sicakhginda (20 - 25 °C), karanlikta 15 dakika boyunca inkiibe edin. Daha sonra,
reaksiyonu durdurmak igin tiim kuyucuklara 50 pl durdurma reaktifi doldurun.
Plakanin kenarina hafifce vurarak dikkatle karigtirdiktan sonra, ekstinksiyonu 450 nm
ve 620 nm referans dalga boylarinda olc¢un.

Not: Yuksek pozitiflikteki hasta 6rnekleri, substra tin siyah renkli cokelmesine
neden olabilir.

10. Kalite kontrol — Reaktif instabilitesi veya boz ~ ulmasi gostergesi

Kalite kontrol amaciyla, reaktiflerin stabil olduklarindan ve testin dogru sekilde
gerceklestirildiginden emin olmak icin pozitif ve negatif kontroller, testin
gerceklestirildigi her sefer kullaniimalidir. Negatif kontrol i¢in ekstinksiyon hizi (O.D.)
450 nm'de 0,2'den dusuk (450/620 nm'de 0,160'tan dusik) ve pozitif kontrol i¢in
Olcllen deger 450 nm'de veya 450/620 nm'de 0,8'den buylkse test dogru sekilde
gerceklestirilmigtir. Negatif kontrol i¢in 0,2'den (0,160) buyuk bir deger, yikamanin
yetersiz oldugunu gosteriyor olabilir. Gerekli degerlerden sapma, tipki kuyucuklara
doldurulmadan 6nce renksiz olan substratin bulanik veya mavi renkli olmasi gibi,
reaktiflerin son kullanma tarihlerinin gectigini gosteriyor olabilir. Gerekli degerlere
ulasilamiyorsa, test tekrarlanmadan 6nce asagidaki hususlar kontrol edilmelidir:

- Kullanilan reaktiflerin son kullanma tarihi

- Kullanilan ekipmanin fonksiyonelligi (6rn. kalibrasyon)

- Dogru test proseduri

- Kontaminasyon veya sizintilar igin kit bilesenlerinin gozle kontrolli; maviye dénen bir
substrat solisyonu kullaniimamalidir.

Test tekrarlandiktan sonra kosullar yine karsilanmiyorsa, litfen Ureticiye veya yerel
R-Biopharm distribGtoriiniize basvurun.
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11. Degerlendirme ve yorumlama

11.1. Kesmeyi hesaplama

Kesmeyi hesaplamak icin, negatif kontrol i¢in 6lgilen ekstinksiyona 0,15 ekstinksiyon
birimi eklenir.

Kesme = negatif kontrol i¢in ekstinksiyon + 0,15

11.2. Test sonugclari

Ekstinksiyon hizi, hesaplanan kesme degerinden % 10 daha yiksekse, numunenin
degerlendirmesi pozitiftir.

Ekstinksiyon hizi, kesme degerinin % 10 alti ila % 10 Ustl arasinda degisiyorsa,
numunenin degerlendirmesi marjinaldir. Yeni bir gaita 6érnegiyle tekrarlanan inceleme
yine gri bolgeye dustyorsa, 6rnegin degerlendirmesi negatiftir.

Ekstinksiyonlari, hesaplanan kesme degerinden % 10 daha yiuksek numunelerin
negatif gorulmeleri gerekir.

12. Yontemin sinirlamalari

RIDASCREEN® Entamoeba Test, Entamoeba histolytica ve Entamoeba dispar
antijenlerini belirler. Belirlenen ekstinksiyon dizeyini klinik semptomlarin ortaya
cikislyla veya siddetiyle iliskilendirmek olanakli degildir. Elde edilen sonuclar, her
zaman klinik belirtiler ve semptomlarla birlikte yorumlanmalidir.

Bir pozitif sonug, baska enfeksiydz patojenlerin varligi olasiligini ortadan kaldirmaz.

Bir negatif sonug, amebiyaz olasiliyini ortadan kaldirmaz. Boyle bir sonug, patojenin
arada ekskrete edilmis olmasindan veya Ornekteki antijen miktarinin gok kiiguk
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Hastanin ge¢cmisi bir Entamoeba histolytica
enfeksiyonu kuskusunu destekliyorsa, inceleme bagka bir gaita drnegiyle
tekrarlanmalidir. Bagirsak disinda amebiyazdan kuskulanmak igin bir neden varsa,
bu kusku, serumda Entamoeba histolytica'ya spesifik antikorlarin belirlenmesiyle
dogrulanabilir (RIDASCREEN?® E. histolytica IgG, Art. No.: K1721).

Bir marjinal sonug, antijenlerin gaita 6rneginde homojen olmayan dagilimlarindan
kaynaklaniyor olabilir. Bu durumda, inceleme ya ayni érnekten ikinci bir
suspansiyonla tekrarlanmali veya baska bir gaita 6rnegi istenmelidir.

13. Performans ozellikleri

13.1 Analitik hassasiyet

RIDASCREEN® Entamoeba ELISA'nin analitik hassasiyetini belilemek icin, bilinen
bir Entamoeba kist miktarina sahip bir 6rnekten bir lineer seyreltme serisi tretilmis ve
ardindan Uclu olarak dl¢ulmustir. Saptama siniri (LoD), tim replikatlarda pozitif
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olarak degerlendirilen en son konsantrasyondur. O ¢alismanin sonuglari Tablo 2'de

gosterilmektedir.

Tab. 2: RIDASCREEN® Entamoeba ELISA'da Entamoeba histolytica icin analitik
hassasiyet sonuclari

MV Kistler / MV Kistler /
[OD 450/620] Reaksiyon [OD 450/620] Reaksiyon
LoD 0,173 17 0,200 595

13.2 Rakip urtnle kar silagtirma

Daha dnce tani konmus gaita 6rnekleri (10 Entamoeba pozitif ve

30 Entamoeba negatif) RIDASCREEN® Entamoeba Test'le analiz edilmis ve bir
rakibin ELISA cihaziyla karsilastiriimigtir. O ¢alismanin sonuglari Tablo 3'te
Ozetlenmektedir.

Tab. 3: RIDASCREEN® Entamoeba ELISA ve bir rakip ELISA'nin gaita érnekleri

kullanilarak karsilastiriimasi

pozitif negatif
RIDASCREEN® Entamoeba pozitif 9 | 1
negatif 0 30
Pozitif uyum: % 94,7 negatif uyum: % 98,4

Ayrica RIDASCREEN® Entamoeba ELISA'nin iki rakip triine karsi bir karsilastirma
calismasi yurutmek icin sertifikall E. Histolytica suglarindan bir seri seyrelti
uretilmigtir. Sonuclar Tablo 4'te gosterilmektedir.
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Tab. 4: Bir Entamoeba histolytica suslari karisimi kullanarak RIDASCREEN®
Entamoeba ELISA'nin iki rakip ELISA'yla karlastirmasi

E. histolytica RIDASCREEN® Entamoeba ELISA 1 ELISA 2
MV [OD 450/620] MV [OD 450/620] | MV [OD 450/620]
Sus HM1:IMSS
1:10 2,428 +++ 3,734 +++ 2,533 +++
1:10° 3,840 +++ 3,566 +++ 1,806 +++
1:10° 3,885 +++ 0,514 - 0,894 ++
1:10° 3,678 +++ 0,015 - 0,313 +
1:10° 2,528 +++ -0,003 - 0,208 +
1:10° 0,890 ++ -0,006 - 0,146 +
Sus HK9

1:10 3,129 +++ 3,493 +++ 2,084 +++
1:10? 3,594 +++ 3,397 +++ 1,498 ++
1:10° 3,683 +++ 0,750 ++ 0,668 ++
1:10* 3,520 +++ 0,050 - 0,251 +
1:10° 1,695 +++ -0,004 - 0,152 +
1:10° 0,696 ++ -0,003 - 0,121 -

Sus 200:N1H
1:10 2,269 +++ 3,514 +++ 2,654 +++
1:10? 3,601 +++ 3,464 +++ 1,975 +++
1:10° 3,638 +++ 2,616 +++ 1,245 ++
1:10° 3,672 +++ 0,327 + 0,444 +
1:10° 3,239 +++ 0,055 - 0,236 +
1:10° 0,996 ++ 0,003 - 0,138 +

0OD450/620 =z 1,5: +++
0OD450/620 < 0,5: +

OD450/620 0,5 -1,5: ++
0OD450/620 < Kesme: -

13.3 Capraz reaktivite

Bagirsak yollarindan cesitli patojenik mikro-organizmalar RIDASCREEN®
Entamoeba ELISA ile incelenmis ve Campylobacter coli hari¢ hi¢bir capraz reaktivite
gostermemislerdir. Bu calismalar, ml basina 10°ila 10° organizma
konsantrasyonlarina sahip olduklari gosterilen seyreltimemis bakteri veya virts
suspansiyonlarla yapiimistir. O ¢alismanin sonugclari Tablo 5'te 6zetlenmektedir.
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Tab. 5: Patojenik mikro-organizmalarla ¢apraz reaktivite

: [OD 450/620]
Organizma .
Ortalama de ger
Adenovirus Hucre klturd tst fazi -0,002
Aeromonas hydrophila Kaltar -0,005
Arcobacter butzleri Kaltar 0,008
Astrovirus Hucre kultaru ust fazi 0,001
Bacillus cereus Kaltar 0,003
Bacteroides fragilis Kalttr -0,005
Campylobacter coli Kultar 0,196
Campylobacter jejuni Kultar 0,017
Candida albicans Kalttr 0,019
Citrobacter freundii Kultar 0,016
Clostridium difficile Kultar 0,042
Clostridium perfringens Kaltar 0,006
Clostridium sordellii Kaltar 0,007
Cryptosporidium muris Kultar 0,002
Cryptosporidium parvum Kultar 0,006
E. coli (026:H-) Kultur -0,002
E. coli (06) Kultur 0,026
E. coli (0157:H7) Kaltur 0,020
Enterobacter cloacae Kaltar 0,002
Enterococcus faecalis Kaltar 0,000
Giardia lamblia Gaita 0,004
Klebsiella oxytoca Kalttr 0,032
Proteus vulgaris Kalttr 0,003
Pseudomonas aeruginosa Kaltur 0,002
Rotavirus Hucre klturd tst fazi -0,003
Salmonella enteritidis Kaltar -0,004
Salmonella typhimurium Kultar 0,004
Serratia liquefaciens Kultar -0,004
Shigella flexneri Kaltar 0,018
Staphylococcus aureus Kultar 0,015
Staphylococcus epidermidis Kultar -0,001
Vibrio parahaemolyticus Kultar -0,002
Yersinia enterocolitica Kaltur 0,001
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13.4 Kesinlik

Tahlil ici yeniden uretilebilirligi belirlemek igin, bu referanslarin negatiften yiuksek
pozitife kadar tum 6lcim araligini temsil eden 40 replikati tahlil edilmistir. Ortalama
degerler ve varyasyon katsayilari (VC) kitlerin tg¢ lotu igin belirlenmigtir. Tahlil arasi
yeniden dretilebilirlik icin, on farkh calisma guninden referanslar, gtinde iki calisma
olmak tizere ikili olarak tahlil edilmistir. Olctimler kitlerin ii¢ lotu icin {i¢ teknisyen
tarafindan belirlenmistir. Lot arasi yeniden uretilebilirlik, Kitlerin ¢ lotunun timda igin
belirlenmistir. O ¢alismanin sonuclari Tablo 6'da gosterilmektedir.

Tab. 6: RIDASCREEN® Entamoeba ELISA yeniden uretilebilirligi ve kesinligi

Tahlil ici Tahlil arasi Lot
arasl
Referans
Kit Lotu | Kit Lotu Kit Lotu Kit Lotu Kit Lotu Kit Lotu Kit Lotu
1 2 3 1 2 3 1-3
MV [OD
1,901 1,402 1,465 1,581 1,707 1,507 1,598
1 450/620]
VC (%) % 6,07 | % 8,39 % 5,91 % 17,00 | % 16,70 | % 18,71 | % 18,17
MV [OD
1,375 1,095 1,209 1,155 1,253 1,124 1,177
2 450/620]
VC (%) % 5,82 | % 7,45 % 5,74 % 13,71 | % 14,97 | % 16,25 | % 15,74
MV [OD
1,091 0,976 0,810 0,933 1,010 0,869 0,937
3 450/620]
VC (%) % 5,31 | % 10,58 | % 6,07 % 16,20 | % 15,17 | % 14,00 | % 16,68
MV [OD
0,606 0,532 0,512 0,507 0,556 0,461 0,508
4 450/620]
VC (%) % 5,45 | % 6,44 % 7,93 % 19,52 | % 14,33 | % 17,21 | % 19,08
MV [OD
0,350 0,325 0,204 0,306 0,330 0,276 0,304
5 450/620]
VC (%) % 6,61 | % 12,20 | % 16,90 | % 19,78 | % 17,50 | % 21,16 | % 20,92
MV [OD
-0,001 | -0,002 0,000 0,012 0,001 0,005 0,006
6 450/620]
VC (%) yok yok yok yok yok yok yok
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13.5 Etkile sen maddeler

Asagidaki madde listesi, Entamoeba pozitif ve Entamoeba negatif gaita 6rneklerinin
ust fazlarnyla belirtilen konsantrasyonlarda karistirildiklarinda test sonuglari tizerinde
hicbir etki gostermemiglerdir:

Musin % 5,0 agirhk/agirhk  Diklofenak % 0,1 hacim/agirhik

insan kani % 5,0 hacim/agirhk  Siklamat % 1,3 hacim/agirhik

Pepto-Bismol % 6,6 hacim/agirhk  Stearik asit / % 40 agirlik/agirhk
palmitinik asit (1:1)

Loperamid % 0,02 agirhk/agirhk Metronidazol % 0,5 sollsyon

Bir olasi doz etki iligkisi baryum sulfat (% 18,5 agirlik/agirlik) icin arastiriimistir. Ancak
baryum stlfatla bir seri seyreltme yapilan bu arastirma, konsantrasyon ve OD
degerleri arasinda dogrudan bir iliski bulundugunu gostermemigtir. Tek istisna, test
edilmis olan en yuksek konsantrasyondu, fakat bu, zaten ilk analizde test edilmis olan
"en kotd durum™ konsantrasyonundan (gunlik dozun ¢ kati) daha da yuksekti.
Dolayisliyla, baryum siilfat nedeniyle etkilesim olasilik disi kabul edilebilir.

14. Surim gec¢mi si

Surdm numarasi Bolim ve adlandirma
2017-04-20 Onceki suriim
2019-07-10 Genel revizyon

4. Saglanan reaktifler

8. Numuneleri toplama ve saklama
9.2 Yikama tamponunu hazirlama
9.5 Yikama

9.8 Ucglincl inkiibasyon

13.2 Rakip urtinle karsilastirma

14 2019-07-10 RIDASCREEN® Entamoeba



15. Simgelerin aciklamalari

Genel simgeler

in vitro tani amagh kullanim igin
[Ti] Kullanma talimatlarina bakin
Lot numarasi
2 Son kullanma tarihi
/ﬂ’ Saklama kosulu
Artikel numarasi
N/ Test sayisl
M Uretim tarihi
pov | Uretici firma
Teste Ozel Simgeler
Mikro-titrasyon plakasi
Ornek seyreltme tamponu
| Wash buffer | Yikama tamponu
Pozitif kontrol
Negatif kontrol
\ Conjugate |1 \ Konjugat 1
\ Conjugate |2 \ Konjugat 2
Substrat
Durdurma reaktifi
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16.
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11.
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