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Cepas de EHEC productoras de citotoxina ST fueron aisladas a partir de dos de cinco de las muestras de caldo 
con resultado Premier EHEC positivo/citotoxina negativa: una O157:H7 y una O111:NM.  Las 22 muestras con 
resultado Premier EHEC positivo/citotoxina positiva (cepas productoras de EHEC) comprendieron 13 muestras 
O157:H7,  tres O6:H no tipificables, una O no tipificable :H12, 41w ó 51, y una O111:NM productora de citotoxina 
ST.  En las cuatro muestras restantes de cultivo en caldo no se aisló ningún organismo. 
 
*Los intervalos de Confianza del 95% fueron calculados por el método normal como se indica entre paréntesis. 
** La prueba PCR es una herramienta diagnóstica que no está indicada para uso diagnóstico in vitro. 
 
Varios organismos productores de enterotoxina E. coli ST fueron analizados en el test EUA; éstos fueron 
procesados por el método de cultivo en agar y en caldo nutritivo (ver Preparación de la Muestra parte B y parte 
C).  Cada cepa ha sido aislada a partir de una muestra clínica, y cada una fue analizada por un ensayo para 
citotoxina y por una eracción en cadena de la polimerasa (PCR), con el objeto de confirmar la presencia del gen 
ST.  Todos los organismos que fueron analizados de esta manera generaron resultados positivos.  El número 
entre paréntesis representa el número de cepas diferentes analilzadas dentro de ese tipo de grupo.  Además, el 
tipo de toxina producida por cada cepa como es indicado.3 
 
 Tipo de Cepa  Tipo ST Tipo de Cepa Tipo ST 

O157:H7 (3) I O91:H21 (1) II 
 O157:H7 (7) II O146:H21 (1) I 
 O157:H7 (9) I & II O137:H41 (1) I & II 
 O111:NM (3) I & II O111:H8 (1) I & II 
 OX3:H21 (1) II O50:H7 (1) I 
 O4:NM (1) I & II O145:NM (2) II 
 O165:H25 (1) II O103:H2 (1) I 
 O165:H25 (1) I & II O125:NM (2) I 
 O45:H2 (1) I O26:H11 (1) I 
 O126:H27 (1) I O5:NM (3) I 
 O121:H19 (1) I & II O171:NM (1) II 
 
REPRODUCIBILIDAD
Variabilidad dentro de la misma prueba - diez réplicas de dos muestras positivas de caldos de cultivo, y dos 
muestras conocidas de materia fecal positiva fueron analizadas en una prueba. 
 

Muestra Abs. Media450/630 D.E. CV % 
Caldo #1 0,362 0,013 3,5 
Caldo #2 1,920 0,094 4,9 

Materia fecal #1 0,317 0,010 3,1 
Materia fecal #2 0,774 0,032 4,2 

Variabilidad entre prueba y prueba – diez réplicas de dos muestras positivas y conocidas de caldos de cultivo, y 
una muestra negativa de caldo de cultivo fueron corridas en tres días separados.  Este protocolo fue repetido 
utilizando una muestra de materia fecal negativa y dos positivas. 

Muestra Abs. Media450/630 D.E. CV % 
Caldo # 1 0,369 0,032 8,7 
Caldo #2 1,546 0,293 18,9 
Caldo #3 0,074 0,007 9,2 

Materia fecal #1 0,335 0,027 8,1 
Materia fecal #2 0,818 0,079 9,6 
Materia fecal #3 0,058 0,007 11,4 

 
REACTIVIDAD CRUZADA 
La especificidad del tst EUIA Premeir EHEC fue analizada utilizaando los aislados clínicos (AC) o cepas ATCC 
aquí anotados.  Cada cepa fue analizada directamente en el test EIA mediante el método en plato utilizando el 
procedimiento de colonia aislada (ver Preparación de la Muestra parte B).  Cada una de las cepas dio un 
resultado negativo al ser analizadas de esta manera.  En un estudio adicional, las cepas bacterianas fueron 
añadidas ya sea a una sola muestra de materia fecal positiva para EHEC, o a una sola muestra de materia fecal 
negativa para EHEC, a una concentración aproximada de 2,4 x 108 UFC/mL.  Todos los aislados clínicos (AC) o 
cepas ATCC listados a continuación dieron un resultado negativo en el análisis directo de la muestra.  Además, 
las siguientes cepas no alteraron los resultados esperados cuando fueron añadidas a una muestra de materia 
fecal positiva o negativa para EHEC.3 
 

Descripción  Descripción 
Campylobacter coli CI Prevotella bivia ATCC 29303 
Campylobacter fetus CI Proteus vulgaris ATCC 6380 
Campylobacter jejuni CI Providencia alcalifaciens ATCC 9886 
Campylobacter lari CI Providencia stuartii ATCC 33672 
Candida albicans ATCC 10231 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 
Citrobacter freundii ATCC 8090 Pseudomonas fluorescens ATCC 6570 
Clostridium perfringens ATCC 3624 Pseudomonas fluorescens ATCC 6571 
Clostridium perfringens ATCC 14810 Salmonella Group B CI 
Entercoccus faecalis CI Salmonella hilversum (Grp N) ATCC 15784 
Enterbacter cloacae ATCC 13048 Salmonella minnesota ATCC 9700 
Escherichia coli ATCC 8739 Serratia liquefaciens CI 
Escherichia coli ATCC 9637 Shigella dysenteriae ATCC 11456 
Escherichia fergusonii ATCC 35469 Shigella flexneri CI 
Escherichia hermanii ATCC 33650 Shigella sonnei CI 
Gardnerella vaginalis CI Staphylococcus aureus ATCC 6538 
Helicobacter pylori CI Staphylococcus aureus (Cowan I) ATCC 12598 
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 Streptococcus agalactiae CI 
Mycobacterium smegmatis CI Streptococcus faecalis CI 
Neisseria gonorrhorae CI Yersinia enterocolitica CI 
Nocardia asteroides ATCC 3308 Yersinia enterocolitica O:9 ATCC 55075 

 
SENSIBILIDAD ANALÍTICA
Los límites de detección para ST-I y ST-II son 7 y 15 pg/pocillo respectivamente. 
 
 

DEUTSCH
 

Enzymimmunoassay zum Nachweis von Toxinen, die von enterohämorrhagischen 
E. Coli in Stuhlproben oder Kulturen produziert werden

 608096  In-Vitro-Diagnostikum 

VERWENDUNGSZWECK 
Der Premier EHEC-Test ist ein schneller in vitro Mikrotiter-ELISA zum Nachweis von Shiga Toxinen I und II 
(Verozytotoxinen) aus Stuhlproben, aus Flüssig-Nährböden oder aus Einzelkolonien oder Kolonieausstrichen von 
Agarplatten.  Der Premier EHEC-Test soll die Diagnosestellung bei Infektionen mit enterohämorrhagischen E. coli 
(EHEC) unterstützen. 

 
ZUSAMMENFASSUNG UND ERLÄUTERUNG DES TESTS 
Enterohämorrhagische E. Coli (EHEC) wurden aus Patienten mit hämorrhagischer Kolitis und hämolytisch-
urämischem Syndrom (HUS) isoliert.5, 8, 14  Bis heute ist der E. coli Serotyp O157:H7 der am häufigsten gefundene 
EHEC-Stamm im Stuhl dieser Patienten.9, 13  Dies ist vermutlich auf die Tatsache zurückzuführen, daß die 
herkömmlichen diagnostischen Strategien wie die O157-Latex-Agglutinationstests auf der einzigartigen Fähigkeit 
dieses Stammes Ur Sorbit-negativen Fermentation beruhen.2, 9, 13, 14  Das hauptproblem dieses Ansatzes ist, daß 
mindestens 50 weitere EHEC-Serotypen mit der hämorrhagischen Kolitis und dem HUS in Zusammenhang 
gebracht werden.7-11, 16 
 
Eine virulente Eigenschaft haben alle EHEC-Stämme gemeinsam: die Fähigkeit zur Produktion eines oder 
mehrerer Zytotoxine, den sogenannten Shiga Toxinen (ST) oder Verotoxinen (VT).9, 14  ST-I und ST-II sind die 
häufigsten Toxine, und einzelne EHEC Stämme haben die Fähigkeit, eines oder beide in unterschiedlichen 
Mengen zu produzieren.  Die Messung der ST- Produktion ist daher der individuellen (O157:H7) Serotyp-
Identifikation als diagnostische Strategie zur Diagnose EHEC-assoziierter Erkrankungen überlegen.7, 8, 16  
Zytotoxine können durch den spezifischen Zytotoxintest nach Karmali identifiziert werden.8  Dieser Zytotoxin-Test 
ist jedoch arbeitsintensiv, bedarf der Ausrüstung zur Zellkultivierung, wurde bisher nicht standardisiert und kann 
bis zu 72 Stunden dauern, um das Vorkommen des Zytotoxins zu bestätigen.8 
 
Premier EHEC nutzt die Eigenschaft der EHEC zur Produktion dieser Toxine aus und wurde für den direkten 
Nachweis ST-produzierender Stämme aus Stuhlproben oder Kulturen entwickelt. 
 
BIOLOGISCHE PRINZIPIEN 
Der Premier EHEC-Test verwendet monoklonale Anti-Shiga-Toxin-Erfassungs-Antikörper, die an 
Mikrotiterkavitäten gebunden sind.4  Verdünnte Proben werden in die Kavitäten gegeben und bei Raumtemperatur 
inkubiert.  Ungebundenes Material wird in einem Waschschritt entfernt.  Polyklonale Anti-Shiga-Toxin-Antikörper 
werden zum Nachweis hinzugefügt und bei Raumtemperatur inkubiert.  Ungebundene Antikörper werden durch 
einen weiteren Waschschritt entfernt.  Enzymkonjugierte, polyklonale anti-IgG-Antikörper werden zugesetzt und 
bei Raumtemperatur inkubiert.  Wenn Toxin in der Probe vorhanden ist, entsteht ein reaktiver Antikörper-Enzym-
Komplex.  Nach dem Waschschritt um ungebundenes Konjugat zu entfernen, wird Substrat zugefügt und 10 
Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert.  In der Gegenwart von gebundenem Enzym entwickelt sich Farbe.  
Nach der Zugabe von Stopp-Lösung werden die Ergebnisse mit bloßem Auge oder photometrisch abgelesen. 
 
REAGENZIEN/ENTHALTENE MATERIALIEN 
Die Höchstzahl der mit diesem Testkit durchführbaren Tests ist auf der Aussenseite der Packung 
angegeben.
1. Premier EHEC Antikörper-beschichtete Mikrotiterkavitäten Plastikkavitäten – zum 

Auseinanderbrechen, beschichtet mit monoklonalen Antikörpern spezifisch gegen E. Coli Shiga Toxin I und 
II. 

2. Premier EHEC Positiv-Kontrolle – inaktiviertes Shiga Toxin in einer gepufferten Proteinlösung mit 
Konservierungsmittel. 

3. Premier EHEC Negativ-Kontrolle – gepufferte Lösung mit Konservierungsmittel. 
4. Premier EHEC Probenverdünnungspuffer – gepufferte Proteinlösung mit Konservierungsmittel. 
5. 20X Waschpuffer (Premier 20X Wash Buffer II) – konzentrierter Waschpuffer mit Konservierungsmittel. 
6. Premier EHEC Nachweis-Antikörper – Kaninchen-Antikörper spezifisch gegen Shiga Toxine in 

gepufferter Proteinlösung mit Konservierungsmittel. 
7. Premier EHEC Enzym-Konjugat – Ziege anti-Kaninchen Antikörper konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase 

in gepufferter Proteinlösung mit Konservierungsmittel. 
8. Substrat (Premier Substrate II) – gepufferte Lösung mit Harnstoffperoxid. 
9. Stopplösung (Premier Stop Solution II) – 2N Schwefelsäure.  Achtung: Hautkontakt vermeiden, bei 

Kontakt mit Wasser spülen. 
10. Transfer-Pipetten - Jede Pipette ist gekennzeichnet um die 50 µL, 100 µL, 200 µL und 300 µL Volumen 

anzuzeigen. 
11. Halter für Mikrotiter-Streifen 
12. Klebefolie zum Verschließen der Mikrotiter-Streifen 

BENÖTIGTE, ABER NICHT ENTHALTENE MATERIALIEN 
1. Holzspatel 
2. Reagenzröhrchen (12 x 75 mm) zur Probenverdünnung 
3. Destilliertes oder deionisiertes Wasser 
4. Spritzflasche 
5. Meßzylinder zur Herstellung des Arbeits-Waschpuffers (1fach konzentriert) 
6. ELISA-Plattenphotometer für Extinktionsmessungen bei 450 nm oder 450/630 nm* 
7. STAT Fax™ 2200 Plattenrüttler oder gleichwertig (Optional nur für Nährboden-Methode)* 

* HINWEIS: Der Benutzer ist dafür verantwortlich, die Messgeräte und die Plattenrüttler vor ihrem Einsatz 
mit diesem Produkt zu bestätigen. 
 

VORSICHTSMASSNAHMEN 
1. Sämtlilche Reagenzien sind ausschließlich für die In-vitro-Diagnostik bestimmt. 
2. Patientenproben können infektiös sein und sollten nach den Biosafety Level 2-Empfehlungen des 

CDC/NIH Handbuchs “Biosafety in Microbiology and Biomedical Laboratories” gehandhabt werden. 
3. Alle Reagenzien sollten vor dem Gebrauch vorsichtig durchmischt werden. 
4. Kavitäten, Nachweisantikörper, Enzymkonjugat oder Positivkontrolle aus Testkits unterschiedlicher 

Chargennummer nicht austauschen.  Der Pobenverdünnungspuffer, der 20X Waschpuffer (Premier 20X 
Wash Buffer II), der Substrat (Premier Substrate II) und die Stopplösung (Premier Stop Solution II) sind 
chargenübergreifend verwendbar solange das Verfallsdatum nicht abgelaufen ist. 

5. Die Reagenzien sollten vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht werden 
6. Halten Sie die Tropfflaschen der Reagenzien in geeignetem Abstand über der kavität senkrecht, um eine 

sorgfältige Zugabe von Tropfen der richtigen Größe zu erzielen. 
7. Die Test-Kit-Bestandteile nicht nach dem Ablauf des Haltbarkeitsdatums verwenden. 
8. Die Fläschchen mit den richtigen farbigen Deckeln verschließen. 
9. Waschpuffer und alle Testmaterialien in geeigneten Behältern entsorgen.  Sie sollten als potentiell 

pathogen behandelt werden. 
10. Die Positivkontrolle enthält inaktiviertes Shiga Toxin.  Es sollte dennoch als potentiell pathogenes Material 

gehandhabt werden. 
11. Hautkontakt mit der Stopp-Lösung II (2N Schwefelsäure) sollte vermieden werden.  Bei Kontakt sofort mit 

Wasser spülen. 
12. Die Mikrotiterkavitäten nicht wiederverwenden. 
13. Unbenutzte Kavitäten in den wiederverschließbaren Beutel zurücklegen.  Die Streifen müssen vor 

Feuchtigkeit geschützt werden. 
14. Zur Vorbereitung und zur Übertragung der Proben müssen die mitgelieferten Transferpipetten benutzt 

werden.  Verwenden Sie eine pro Probe. 
15. Ein Verspritzen der verdünnten Proben beim Einfüllen in die Kavität wird vermieden, wenn die Spitze der 

Transferpipette halb in die Kavität eingebracht und die Probe langsam an der Seite der Kavität nach unten 
laufen gelassen wird. 

16. Das Auswaschen der Kavitäten sollte exakt nach der Testanleitung durchgeführt werden.  
Unzureichendes Waschen kann zu erhöhten Hintergrund-Extinktionen und falsch positiven 
Ergebnissen führen. 

17. Alle Reagenzien außer dem Waschpuffer-Konzentrat werden in der fertigen Arbeitskonzentration geliefert. 
18. Jede Abweichung von den vorgegebenen Inkubationszeiten nach oben oder unten beeinflußt die 

Sensitivität und Spezifität und sollte vermieden werden. 
19. Mikrotiterkavitäten nicht verwenden wenn der Folienbeutel beschädigt ist. (dh Löcher oder Einstich). 

 
GEFÄHRDUNGEN UND SICHERHEITSHINWEISE 
Für weitere Informationen zu den Gefahren- und Sicherheitshinweisen, beziehen Sie sich aur die SDS, die uner 
folgendem Link verfügbar sind www.meridianbioscience.com (US version) / www.meridianbioscience.eu (EU 
version). 
 
HALTBARKEIT UND LAGERUNG  
Das Haltbarkeitsdatum wird auf dem Etikett des Test-Kits angegeben.  Das Test-Kit sollte bei 2-8 C gelagert 
werden und nach jedem Gebrauch sofort wieder in den Kühlschrank gelegt werden. 
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HINWEISE ZUR DURCHFÜHRUNG 
Die Premier EHEC-Transferpipette ist im Folgenden abgebildet: 

 
 
VORBEREITUNG DER REAGENZIEN 
1. Der gesamte Test-Kit einschließlich dem Beutel mit den Mikrotiterplatten sollte vor Gebrauch auf 

Raumtemperatur gebracht werden. 
2. Stellen Sie soviel einfach konzentrierten Arbeits-Waschpuffer her wie nötig: z.B. 4,0 mL des Waschpuffer-

Konzentrats II + 76,0 mL destilliertes oder deionisiertes Wasser reichen aus, um einen Streifen zu 
waschen.  Geben Sie den Arbeitspuffer in eine saubere Spritzflasche, er kann bei Raumtemperatur bis zu 
drei Monate lang aufbewahrt werden. 
 

PROBENNAHME UND- VORBEREITUNG 
1. CDC (Centers for Disease Control)  Empfehlungen für die Lagerung der Stuhlproben, die Isolierung und 

die Identifizierung der EHEC Organismen :  
 Stuhlproben sollten sobald wie möglich getestet werden, wenn sie ins Labor kommen. Falls nicht gleich 

getestet, sollten die Proben bei 2-8 C oder bei  70C eingefroren werden. 
 Gekühlte Stuhlproben sollten innerhalb von ein bis zwei Stunden kultiviert werden. Wenn dies nicht 

möglich ist, sollten sie in ein Cary-Blair-Transport-Medium überführt werden.  Rektale Abstrichtupfer 
sollten sofort in Cary-Blair-Transport-Medium gebracht werden.   

 Proben in Transport-Medien sollten bei 2-8 C gelagert werden, wenn sie innerhalb von 2-3 Tagen 
untersucht werden können.  Wenn eine Kultivierung innerhalb dieser Zeit nicht möglich ist, sollten die 
Proben sofort nach Erhalt bei  -70 C eingefroren werden.  Proben in Transport-Medium sollten nicht  
zuerst Tage gekühlt und dann eingefroren werden oder einige Zeit bei Raumtemperatur gelassen 
werden. 

2. Lagerung von Stuhl und Flüssig-Nährböden bis zur Durchführung des Premier EHEC-Tests:  Stuhlproben 
und Flüssig-Nährböden können bis zu sieben Tage bei 2-8 C bis zur Durchführung des ELISA aufbewahrt 
werden.  Wenn der Test nicht innerhalb dieser Zeitspanne durchgeführt werden kann, sollten die 
Stuhlproben und/oder die Flüssigmedien bei (  -70 C) eingefroren werden.  Wiederholtes Einfrieren und 
Auftauen sollte vermieden werden. 
A. Direkte Stuhlprobe 

1. 200 µL des Probenverdünnungspuffers in ein trockenes 12 x 75 mm Reagenzröhrchen geben 
(Achtung: die dritte Markierung auf der Transferpipette von der Spitze gesehen markiert 200 
µL). 

2. Den Stuhl so sorgfältig wie möglich vor dem Pipettieren durchmischen: 
a. Flüssige, halbflüssige Stühle oder Stühle in Transport-Medien:  Mit der Transfer-Pipette 

50 µL der Stuhlprobe (bis zur ersten Markierung der Pipettenspitze) aufziehen und in 
den vorbereiteten Probenverdünnungspuffer geben.  Die Stuhlsuspension mit derselben 
Pipette vorsichtig mehrere Male aufziehen und wieder ausdrücken, das Röhrchen 15 
Sekunden lang mit dem Rüttler durchmischen.  Die Transferpipette zum späteren 
Gebrauch in dem Röhrchen lassen. 

b. Nicht abnehmbare Stühle:  Kleine Portion (3-4 mm Durchmesser) des sorgfältig 
vermischten Stuhls mit einem Holzspatel in den Probenverdünnungspuffer überführen.  
Emulgieren Sie den Stuhl mit dem Holzspatel, dann 15 Sekunden lang mit dem Rüttler 
durchmischen.  Eine Transferpipette in das Röhrchen stecken. 

B. Plattenmethode 
1. 20 µL der Stuhlprobe auf eine MacConkey oder Sorbitol/MacConkey Platte geben und mit einer 

Impföse ausstreichen. 
2. 16-24 Stunden bei 37 C inkubieren. 
3. Einzelne Kolonien oder Kolonieausstriche können mit einer Öse abgenommen und in 200 µL 

Probenverdünnungspuffer für die ELISA-Durchführung gegeben werden. 
C. Flüssig-Nährboden-Methode 

1. Fügen Sie 10-50 µL Stuhl zu 5 mL MacConkey’s Bouillon, GN Bouillon.  10-15 Sekunden mit 
dem Rüttler durchmischen. 

2. 16-24 Stunden bei 37 C inkubieren. 
3. 50 µL des bebrüteten Nährbodens zu 200 µL Probenverdünnungspuffer für die ELISA-

Durchführung hinzufügen. 
 

TESTDURCHFÜHRUNG 
Achtung: bei einer großen Zahl von Proben können Mehrfach- oder Mehrkanalpipetten zum Pipettieren der 
Reagenzien eingesetzt werden. 
1. Nachdem sich der Beutel auf Raumtemperatur erwärmt hat, die benötigte Anzahl von Mikrotiter-Kavitäten 

abbrechen (1 Kavität für jede Probe plus 1 Positiv- und 1 Negativ-Kontrolle pro Testlauf).  Kavitäten in den 
Halter für Mikrotiter-Streifen setzen und die Plätze aller Kavitäten notieren.  Unbenutzte Mikrotiter-
Kavitäten müssen sofort wieder in dem Beutel verschlossen werden. 

2. 100 µL verdünnte Probe (zweite markierung von der Spitze der Pipette) in die entprechende Kavität füllen 
(die Pipettenspitze halb in die Kavität einbringen und die Probe langsam an der Seite der Kavität 
hinunterlaufen lassen). 

3. Je 2 frei fallende Tropfen der Positiv- und Negativ-Kontrolle in die jeweiligen Kavitäten hinzugeben.  Die 
Kavitäten 30 Sekunden lang durch Schütteln der Platte mischen. 

4. Ein passendes Stück Klebefolie zuschneiden und fest auf die Kavitäten drücken, um sie zu verschließen.  
Inkubieren Sie die Platte eine Stunde lang bei Raumtemperatur (22-27 C).  Nur für die Nährboden-
Methode: Alternativ, dazu können Labors, die mit einem heizbaren Plattenrüttler (STAT Fax™-2200) 
ausgestattet sind, die Platte 30 Minuten lang bei 25 C und 1000 rpm (Einstellung 5) inkubieren und rotieren 
lassen. 

5. Klebefolie vorsichtig entfernen und die Kavitäten waschen: 
a. Die Platteninhalte in einen Abfallbehälter für pathogene Materialien kippen. 
b. Die umgedrehte Platte auf einem Stapel sauberer Papiertücher ausklopfen. 
c. Alle Kavitäten mit dem Arbeits-Waschpuffer füllen.  Die Benutzung einer Spritzflasche wird 

empfohlen. 
d. Den Waschzyklus (Auskippen, auf frischen Tüchern Ausklopfen, Füllen) 4 weitere Male 

wiederholen.  Nach dem letzten Füllen, sollten die Platten ausgekippt und fest genug auf frischen 
Tüchern ausgeklopft werden, um soviel überschüssigen Waschpuffer wie möglich zu entfernen, die 
Kavitäten jedoch nie ganz austrocknen lassen. 

6. Zwei frei fallende Tropfen des Nachweis-Antikörpers in jede Kavität geben.  Die Platte 30 Sekunden lang 
schütteln. 

7. Zum Verschließen die Klebefolie fest auf die Mikrokavitäten drücken.  Die Platte 30 Minuten lang bei 
Raumtemperatur (22-27 C) inkubieren.  Nur für die Nährboden-Methode: Alternativ, können Sie die Platte 
auf dem STAT Fax™-2200 Plattenrüttler 15 Minuten lang bei 25 C und 1000 rpm (Einstellung 5) inkubieren 
und rotieren lassen. 

8. Den Waschvorgang (Schritt 5) wiederholen. 
9. Zwei frei fallende Tropfen des Enzym-Konjugats in jede Kavität geben.  Die Platte 30 Sekunden lang 

schütteln. 
10. Die Klebefolie zum Verschließen fest auf die Mikrotiter-Kavitäten drücken.  Die Platte 30 Minuten lang bei 

Raumtemperatur (22-27 C) inkubieren.  Nur für die Nährboden-Methode: Alternativ, können Sie die Platte 
auf dem STAT Fax™-2200 Plattenrüttler 15 Minuten lang bei 25 C und 1000 rpm (Einstellung 5) inkubieren 
und rotieren lassen. 

11. Den Waschgang (Schritt 5) wiederholen. 
12. Die Unterseite aller Kavitäten mit einem fusselfreien Tuch reinigen. 
13. Zwei frei fallende Tropfen der Substrat-Lösung II in jede Kavität geben.  Die Platte 30 Sekunden lang 

schütteln.  10 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubieren. 
14. Zwei frei fallende Tropfen der Stopp-Lösung II in jede Kavität geben.  Die Platte 30 Sekunden lang 

schütteln.  Achtung: die anfängliche Farbe bei einer positiven Reaktion ist blau, sie geht in gelb über, 
wenn die Stopp-Lösung II zugesetzt wird. 

15. Reaktion ablesen: 
a. Mit dem bloßen Auge: innerhalb von 15 Minuten nach Zugabe der Stopp-Lösung II. 
b. Spektrophotometrische Bestimmung: das Photometer gegen Luft abgleichen.  Die Unterseite der 

Kavitäten mit einem fusselfreien Tuch abwischen.  Die Extinktion bei 450 nm oder 450/630 nm 
innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe der Stopp-Lösung II ablesen. 

 
AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE 
1. Ablesen mit bloßem Auge 

Negativ = farblos 
Positiv = deutliche gelbe Farbe 
Eine schwache Gelbfärbung muß spektrophotometrisch ausgewertet werden 

AUCHTUNG: Im Hinblick darauf, daß Bakterien-Isolate eine epidemiologische Bedeutung haben, wird empfohlen, 
alle Toxin-positiven Proben für die Isolierung von Shiga Toxin positiven Organismen zur Verfügung zu stellen.  Wir 
schlagen daher vor, dass die einzelnen mikrobiologischen Labore die Bakterienisolierung mit dem entsprechenden 
Referenzlabor koordinieren. 
2. Spektrophotometrische Messung bei einfacher Wellenlänge (450 nm) 

Negativ = OD450 < 0,180 
Positiv = OD450  0,180 

3. Spektrophotometrische Messung bei dualer Wellenlänge (450/630 nm) 
Negativ = OD450/630 < 0,150 
Positiv = OD450/630  0,150 

Achtung: Ein positives Ergebnis bedeutet, daß Shiga Toxine anwesend sind.  Ein negatives Ergebnis bedeutet, 
daß Shiga Toxine nicht vorhanden sind, oder daß die Toxin-Spiegel unter der Nachweisgrenze des Tests liegen. 
Achtung: Bezüglich schwach positive Ergebnisse lesen Sie bitte den Abschnitt “Qualitätskontrolle (Punkt 5)”.  Bei 
sehr stark positiven Reaktionen kann es zur Bildung eines purpurnen Niederschlags innerhalb weniger Minuten 
nach Zugabe der Stopp-Lösung II kommen. 
 
QUALITÄTSKONTROLLE 
Den Test gemäß der einschlägigen lokalen, bundesstaatlichen oder nationalen bzw. 
zulassungsbehördlichen Auflagen durchführen. 
1. In jedem Testlauf müssen Positiv- und Negativ-Kontrolle mitlaufen, um die Qualität der Reagenzien zu 

überprüfen. 
2. Der Extinktionswert der Positiv-Kontrolle sollte bei 450 nm oder 450/630 nm > 0,500 sein.  Die Positiv-

Kontrolle sollte bei Ablesen mit dem bloßen Auge deutlich gelb sein. 
3. Der Extinktionswert der Negativ-Kontrolle sollte bei 450 nm < 0,180 und bei 450/630 nm < 0,150 aber 

größer als 0,00 sein.  Wenn die Negativ-Kontrolle einen Wert < 0,00 hat, sollte das Photometer erneut 
gegen Luft abgeglichen werden und die Platte erneut gemessen werden.  Die Negativ-Kontrolle sollte bei 
Ablesen mit dem bloßen Auge farblos sein. 

4. Jede positive Kavität ohne sichtbare Farbe sollte an der Unterseite der Kavität abgewischt werden, erneut 
in Position gebracht werden und abgelesen werden. 

5. Wenn die Häufigkeit schwach positiver Ergebnisse (OD zwischen 0,150 und 0,200 bei dualer Wellenlänge 
oder OD zwischen 0,180 und 0,230 bei einfacher Wellenlänge) höher als 5% der untersuchten Proben 
liegt, deutet dies auf unzureichendes Waschen hin. Kräftigeres Waschen oder eine Erhöhung der Anzahl 
der Waschgänge bei Schritt 5 des Testvorgangs auf sieben wird empfohlen. 

6. Wenn die erwarteten Reaktionen nicht beobachtet werden und das Haltbarkeitsdatum der Reagenzien 
noch nicht abgelaufen ist, zur Ermittlung der Ursache des Versagens als Erstes die Kontrolltests 
wiederholen.  Lassen sich auch bei wiederholten Tests die erwarteten Reaktionen nicht erzielen, bitte rufen 
Sie den Technischen Support von Meridian Bioscience an (USA): (001) 800-343-3858 oder wenden Sie 
sich an Ihren zuständigen Auslieferer. 

7. Vor jedem Gebrauch sollten die Testbestandteile auf offensichtliche Zeichen mikrobiellen Befalls, auf 
Vereisung und auf Undichtigkeiten überprüft werden. 

8. Die Ergebnisse einer jeden Qualitätskontrolle sollten in einem geeigneten Labor-Journal aufgezeichnet 
werden, um eine hohe Dokumentations-Qualität zu erreichen. 

 
ERWARTETE WERTE 
Der Premier EHEC Test weist das Vorkommen von Shiga Toxinen nach. Erwartungswerte für eine gegebene 
Bevölkerung sollten für jedes Labor bestimmt werden. Die Positivrate hängt von dem Alter des Patienten, der 
geographischen Lage, der Methode der Probennahme, -handhabung und des -transports, von dem angewandten 
Test und den allgemeinen Gesundheitsbedingungen der untersuchten Patientenbevölkerung ab. 4, 5, 9, 16  
 
In den Washington und Minnesota Staaten, während den Jahren 1984-1987 wurde der E. coli O157:H7 Serotyp 
als häufigster Enteritiserreger in Stuhlproben nach Campylobacter und Salmonella isoliert. Ähnliche Ergebnisse 
wurden während der selben Zeit in Alberta, in British Columbia und in Ontario, Kanada erhalten.2, 12, 13, 15, 17-19    
 
Direkt fäkal Zytotoxin Tests zeigten, dass 10 % zusätzliche Proben nicht diagnostizierte EHEC Organismen 
enthalten können. Dieser Prozentsatz stammt von unseren klinischen Studien und soll mit Bedacht beobachtet 
werden.3, 7, 10, 11, 16 

 
Es wurde gezeigt, dass dieser Serotyp E. coli O157:H7 am häufigsten während der Sommermonate (Juni, Juli, 
August)  isoliert wird. Die Rate der Shiga Toxin produzierende, nicht O157 Stämme, bleibt noch zu bestimmen.2, 12 
 
EINSCHRÄNKUNGEN 
1. Der Premier EHEC-Test weist Shiga Toxine aus Stuhl, Flüssig-Nährböden oder angezüchteten Isolaten 

nach.  Die Toxinmenge konnte bisher nicht mit dem Auftreten oder dem Schweregrad der Krankheit in 
Zusammenhang gebracht werden.  Wie bei allen in vitro Testmethoden sollten die Testergebnisse 
zusammen mit anderen klinischen Informationen betrachtet werden. 

2. Shiga Toxin I und das Toxin, das von Shigella dysenteriae Typ 1 Stämmen (Shiga-Toxin) produziert wird, 
sind nahezu identisch.  Daher zeigt der Premier EHEC Test bei Anwesenheit des Shiga-Toxins in 
nachweisbaren mengen eine positive Reaktion an. 

3. Ein positives Ergebnis schließt nicht das Vorkommen anderer infektiöser Organismen aus. 
4. Die Toxin-Produktion kann nach mehreren Stuhlentleerungen hintereinander verloren gehen.  Bei 

Kolonieausstrichen ist die Wahrscheinlichkeit, ST-produzierende Organismen zu entdecken, erhöht. 
 
LEISTUNGSMERKMALE 
Der Premier EHEC-Test wurde in drei Kliniken und einem staatlichen Gesundheitslabor in den USA bewertet.  
Jedes Studienzentrum analysierte Diarrhoe-Stuhlproben, die für die Routine-Kultivierung von enteralen Erregern 
eingeschickt worden waren.  Jeder Stuhl wurde sowohl direkt als auch nach der Flüssig-Nährboden-Methode mit 
dem Premier EHEC-Test analysiert.  Ein spezifischer ST-Zytotoxin-Neutralisationstest wurde bei Meridian 
Bioscience mit diesen Proben durchgeführt.  Die Ergebnisse aus der direkten Analyse und dem Flüssig-
Nährboden-Test sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.3 
 

 Premier EHEC 
 Direkte Stuhlprobe Flüssig-Nährboden-

Methode 
Zytotoxin Positiv Negativ Positiv Negativ 

Positiv 15 4 22 0 
Negativ 17 391 5 236 

Grenzwertig 2 17 0 3 
  

Relative Sensitivität = 78,9% (56,6-91,5%)* 100% (85,1-100%) 
Relative Spezifität =  95,8% (93,4-97,4%) 97,9% (95,2-99,1%) 
Relative Übereinstimmung =  95,1% (92,6-96,8%) 98,1% (95,6-99,2%) 

 
Aus zwei der 17 direkten Stuhlproben wurden ST-produzierende EHEC isoliert, die mit dem Premier EHEC positiv 
und Zytotoxin-negativ waren: in einer Probe der Stamm O157:H7 und in einer ein Stamm O6:H nicht typisierbar.  
Die PCR** bestätigte das Vorkommen von ST-Genen in zwei Premier EHEC positiven/Zytotoxin-negativen Proben 
und in einer Probe, die mit dem Premier EHEC positiv und im Zytotoxin-Test grenzwertig war.  Die 15 Premier 
EHEC positiven/Zytotoxin-positiven direkten Stuhlproben umfassten: neun mal den EHEC-Stamm O157:H7, 
zweimal einen EHEC-Stamm O6:H-nicht typisierbar, einmal einen EHEC-Stamm O-nicht typisierbar :H12, 41w 
oder 51 und zweimal den EHEC-Stamm O111:NM.  Aus den übrigen Stuhlproben konnten keine Isolate gewonnen 
werden. 
 
ST-produzierende EHEC wurden aus zwei von fünf Premier EHEC-positiven/Zytotoxin-negativen Nährböden 
isoliert: ein Stamm O157:H7 und ein Stamm O111:NM.  Die 22 Premier EHEC-positiven/Zytotoxin-positiven 
Proben umfassten folgende ST-produzierenden EHEC-Stämme: 13 O157:H7, dreimal O6:H nicht typisierbar, 
einmal O nicht typisierbar :H12, 41w oder 51 und einmal O111:NM.  Aus den übrigen vier Proben von Nährböden 
konnten keine EHEC-Stämme isoliert werden. 
 
*95% Vertrauensintervall berechnet nach der üblichen Methode wie in Klammern angegeben 
**PCR ist eine Forschungsmethode und nicht für die In-vitro-Diagnostik geeignet. 
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Verschiedene E. Coli ST-produzierende Organismen wurden mit dem EIA sowohl nach der Platten- als auch der 
Flüssig-Nährboden-Methode untersucht (siehe “Vorbereitung der Proben” Abschnitt B und C).  Jeder Stamm ist 
ein Isolat aus klinischem Material und jeder wurde mit einem Zytotoxin-Test und mit einem Polymerase-Chain-
Reaction (PCR)-Test analysiert um das Vorkommen von ST-Genen zu bestätigen.  Alle Organismen zeigten bei 
einer solchen Analyse positive Ergebnisse.  Die Zahl in Klammern gibt die Zahl der verschiedenen Stämme an, die 
durch den Test der jeweiligen Gruppe zugeordnet wurden.  Die Toxinart, die von jedem Stamm produziert wird, 
wird ebenfalls angegeben.3 

 
 Stamm  ST-Art Stamm  ST-Art 

O157:H7 (3) I O91:H21 (1) II 
 O157:H7 (7) II O146:H21 (1) I 
 O157:H7 (9) I & II O137:H41 (1) I & II 
 O111:NM (3) I & II O111:H8 (1) I & II 
 OX3:H21 (1) II O50:H7 (1) I 
 O4:NM (1) I & II O145:NM (2) II 
 O165:H25 (1) II O103:H2 (1) I 
 O165:H25 (1) I & II O125:NM (2) I 
 O45:H2 (1) I O26:H11 (1) I 
 O126:H27 (1) I O5:NM (3) I 
 O121:H19 (1) I & II O171:NM (1) II 
 O121:H19 (1) II O83:H1 (1) I & II 
 
REPRODUZIERBARKEIT 
Variabilität innerhalb eines Testslaufs (Intra-assay Variability) – Jeweils 10 Aliquots von zwei 
bekanntermaßen positiven Nährböden-Proben und von zwei bekanntermaßen positiven Stuhlproben wurden in 
einem Testlauf untersucht. 
 

Probe Mittlere Extinktion 450/630nm SD VI % 
Nährboden Nr. 1 0,362 0,013 3,5 
Nährboden Nr. 2 1,920 0,094 4,9 

Stuhl Nr. 1 0,317 0,010 3,1 
Stuhl Nr. 2 0,774 0,032 4,2 

Variabilität zwischen den Testläufen (Inter-assay Variability) – Jeweils 10 Aliquots von zwei bekanntermaßen 
positiven und einer bekanntermaßen negativen Nährboden-Proben wurden an drei verschiedenen Tagen 
analysiert.  Dieses Protokoll wurde mit einem negativen und zwei positiven Stuhlproben wiederholt.

Probe Mittlere Extinktion 450/630nm SD VI % 
Nährboden Nr. 1 0,369 0,032 8,7 
Nährboden Nr. 2 1,546 0,293 18,9 
Nährboden Nr. 3 0,074 0,007 9,2 

Stuhl Nr. 1 0,335 0,027 8,1 
Stuhl Nr. 2 0,818 0,079 9,6 
Stuhl Nr. 3 0,058 0,007 11,4 

 
KREUZREAKTIVITÄT 
Der Premier EHEC-EIA wurde mit Isolaten aus klinischem Material (CI) oder mit ATCC-Stämmen wie unten 
aufgelistet auf seine Spezifität überprüft.  Jeder Stamm wurde direkt im EIA mit der Plattenmethode under 
Verwendung des Kolonie-Isolierungsverfahrens getestet (siehe Vorbereitung der Proben Abschnitt B).  Alle 
Stämme waren bei dieser Analyse negativ.  In einer weiteren Studie wurden die Bakterienstämme entweder in 
einen einfach-positiven EHEC-Stuhl oder einen einfach-negativen EHEC-Stuhl in einer Konzentration von 
ungefähr 2,4 x 108 cfu/mL überimpft.  Die folgenden Isolate aus klinischem Material (CI) oder ATCC-Stämme 
waren im direkten Test alle negativ.  Zudem zeigten die folgenden Stämme bei Überimpfung in einen EHEC-
positiven oder negativen Stuhl3 keine von den erwarteten Ergebnissen abweichenden Resultate. 
 

Beschreibung  Beschreibung 
Campylobacter coli CI Prevotella bivia ATCC 29303 
Campylobacter fetus CI Proteus vulgaris ATCC 6380 
Campylobacter jejuni CI Providencia alcalifaciens ATCC 9886 
Campylobacter lari CI Providencia stuartii ATCC 33672 
Candida albicans ATCC 10231 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 
Citrobacter freundii ATCC 8090 Pseudomonas fluorescens ATCC 6570 
Clostridium perfringens ATCC 3624 Pseudomonas fluorescens ATCC 6571 
Clostridium perfringens ATCC 14810 Salmonella Group B CI 
Entercoccus faecalis CI Salmonella hilversum (Grp N) ATCC 15784 
Enterbacter cloacae ATCC 13048 Salmonella minnesota ATCC 9700 
Escherichia coli ATCC 8739 Serratia liquefaciens CI 
Escherichia coli ATCC 9637 Shigella dysenteriae ATCC 11456 
Escherichia fergusonii ATCC 35469 Shigella flexneri CI 
Escherichia hermanii ATCC 33650 Shigella sonnei CI 
Gardnerella vaginalis CI Staphylococcus aureus ATCC 6538 
Helicobacter pylori CI Staphylococcus aureus (Cowan I) ATCC 12598 
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 Streptococcus agalactiae CI 
Mycobacterium smegmatis CI Streptococcus faecalis CI 
Neisseria gonorrhorae CI Yersinia enterocolitica CI 
Nocardia asteroides ATCC 3308 Yersinia enterocolitica O:9 ATCC 55075 

TESTEMPFINDLICHKEIT 
Die Nachweisgrenze für ST-I und ST-II liegt bei 7 bzw. 15 pg/Kavität. 
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INTERNATIONAL SYMBOL USAGE 
You may see one or more of these symbols on the labeling/packaging of this product: 
Key guide to symbols (Guida ai simboli, Guide des symboles, Guia de simbolos, Erläuterung der 
graphischen symbole) 

 
 
For technical assistance, call Technical Support Services at (800) 343-3858 between the hours of 8AM and 6PM, 
USA Eastern Standard Time.  To place an order, call Customer Service Department at (800) 543-1980.


