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1-ZIEL

Das ELLH.A TOXO Gerat ermdglicht die semiquantitative Bestimmung von
Serumantikdrpern gerichtet gegen Toxoplasma gondii durch indirekte
hamagglutination. Das Kit ermoglicht die Durchfiihrung von 120 Tests oder 20
Reaktionen mit 6 Verdiinnungen.

2 - EINFUHRUNG

Toxoplasmose ist eine parasitére Infektion, deren Erreger das Protozoen
Toxoplasma gondii ist. Gutartig oder in den allermeisten Fallen sogar
asymptomatisch, stellt dies nur fir seronegative Schwangere, Neugeborene und
Patienten mit einem schwachen Immunsystem ein ernstes Risiko dar.

Wahrend der Immunantwort entwickelt das Individuum verschiedene Arten von
Antikérpern, die gegen verschiedene Toxoplasma Antigene gerichtet sind. Der
relative Prozentsatz jedes dieser Antikdrper im Serum kann von einem Subjekt zum
anderen und innerhalb desselben Subjekts je nach Entwicklungsstadium der
Infektion variieren (1,2,3,4).

3 - GRUNDSATZ

ELLH.A TOXO basiert auf dem Prinzip der indirekten hamagglutination. Die
sensibilisierten roten Blutkdrperchen bestehen aus roten Blutkérperchen von
Schafen, die mit einem Toxoplasma Antigene bedeckt sind. Diese Technik wird
zum Nachweis von anti-Toxoplasma IgG und IgM eingesetzt. Sie lassen sich durch
die Behandlung des Serums mit 2-Mercaptoethanol (2-ME) unterscheiden, das die
Bindungskraft von IgM hemmt (2).

Das Vorhandensein von anti- Toxoplasma gondii -Antikkdrpern im Serum flhrt zur
Agglutination von sensibilisierten roten Blutkérperchen, was zu einem rotbraunen
Schleier im Brunnen flhrt. In Abwesenheit spezifischer Antikdrper sedimentieren
diese roten Blutkdrperchen am Boden des Brunnens in Form eines Ringes.

Die nicht sensibilisierten roten Blutkdrperchen gewahrleisten die Spezifitat der
Reaktion und eliminieren Stérungen durch natirliche Anti-Schaf-Agglutinine
(Forssmans hetero-Antikorper, Antikdrper gegen infektiose Mononukleose, usw).
Die Reaktion findet in einer U-férmigen Mikrotiterplatte statt.

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

4 — REAGENZIEN UND MATERIALIEN

Beschreibung

R1: Behalter mit 2,4 mL sensibilisierten roten Blutkdrperchen
R2: Behalter mit 1 mL nicht sensibilisierten roten Blutkérperchen
BUF: Behalter mit 55 mL Puffer Phosphat pH 7,2

R3 : Behalter mit 2 mL Adsorptionsmittel

CONTROL +: Behalter mit 0,2 mL getiterter Positivkontrolle
CONTROL -: Behalter mit 0,2 mL Negativkontrolle
MICROPLATE: U-férmige Mikroplatten

DROPPER: Spezieller Tropfer (18 + 2 yL)

Anzahl

NN = A

5 — VORSICHTSMABNAHMEN FUR DEN GEBRAUCH:

- Reagenzien sind nur fir die in vitro-Diagnose bestimmt und missen von
autorisiertem Personal behandelt werden.

Die Reagenzien und die Mikrotiterplatte kdnnen fir die auf der Verpackung
angegebene Anzahl von Tests verwendet werden. Jeder Vertiefung der
Mikrotiterplatte ist nur zum einmaligen Gebrauch bestimmt.

Alle Reagenzien, auBer BUF, enthalten Substanzen tierischen Ursprungs und
missen mit Vorsicht behandelt werden.

Die Proben sind potenziell infektids. Sie missen mit den ublichen
VorsichtsmaRnahmen und unter Beachtung der im Verwendungsland geltenden
Hygiene Vorschriften behandelt werden.

- Die Reagenzien enthalten Natriumazid (Konzentration < 0.1%). Das in den
Reagenzien enthaltene Natriumazid kann mit den Schwermetallen in den
Leitungen reagieren und explosive Verbindungen bilden. Es wird daher
empfohlen, die Reagenzien nicht in den Abfluss zu schiitten und die geltenden
Empfehlungen und Vorschriften zur Abfallentsorgung zu beachten.

- Verwenden Sie keine Reagenzien Uber das Verfallsdatum hinaus.

- Verwenden Sie keine Reagenzien aus verschiedenen Chargen.

- Verwenden Sie keine beschadigten oder schlecht konservierten Reagenzien.

- Lassen Sie die Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur zuriickkehren,
bevor Sie den Test durchfiihren.

- Vor Gebrauch die Reagenzien R1 und R2 vorsichtig schitteln: Fir die

Homogenisierung der roten Blutkdrperchen ist ein kraftiges manuelles oder

Wirbelschitteln erforderlich. Es sollte darauf geachtet werden, dass keine

Erythrozyten Ablagerungen im Boden der Durchstechflasche verbleiben.

Bei der Dosierung der Reagenzien R1 und R2 ist darauf zu achten, dass der

Tropfer senkrecht steht. Stellen Sie sicher, dass sich keine Luftblasen in den

Tropfen befinden, damit die Férdermenge konstant bleibt.

6 — PROBENAHME UND -VERARBEITUNG

Verwenden Sie frisches Serum, das nach der Blutentnahme auf einem trockenen
Rohrchen gewonnen wurde (bis zu 7 Tage bei +2°C bis +8°C oder -20 °C fir eine
Lagerung von mehr als 7 Tagen) und keine Anzeichen von Hamolyse, Triibung,
Gelbsucht oder Kontamination aufweist. Es wird empfohlen, dass jedes Labor die
Kompatibilitat der verwendeten Entnahmerdhrchen Gberprift.

Wiederholtes Einfrieren und Auftauen vermeiden.

Das Serum nicht zersetzen.

7 — KONSERVIERUNG UND HERSTELLUNG VON REAGENZIEN

Die Reagenzien sind gebrauchsfertig.

Reagenzien, die im Originalzustand bei +2°C bis +8°C gelagert werden, sind bis
zu dem auf dem Karton angegebenen Verfallsdatum stabil. Sie dirfen nicht
eingefroren werden.

8 — BENOTIGTES, ABER NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTENES

MATERIAL

- Automatische Pipette(n) mit an die zu messende Menge angepasstem
Pipettiervolumen.

- Behalter fir kontaminierte Abfélle

- 2-Mercaptoethanol (2-ME)

- Zentrifuge
- hamolyse-Roéhrchen

9 — VORGEHENSWEISE
Lassen Sie die zu analysierenden Reagenzien und das Serum vor Gebrauch auf
Raumtemperatur zuriickkehren.

9.1 - Vorbereitung der Probe
Verdiinnen Sie das zu testendes Serum auf 1/40:

*50 pL Serum;
* 1,95 mL BUF.

9.2 — Durchfiihrung des Mikrotiterplatten-Tests

- Geben Sie mit einer Mehrkanalpropette 50 yL Reagenz BUF in 8 Brunnen der
Mikrotiterplatte.

- Geben Sie mit einer Mikropipette 50 uL des verdinnten Serums in den 1.
Brunnen. Mit dem Reagenz BUF mischen und 50 pL aus dem 1. Brunnen in den
2.pipettieren, vom 2. in den 3., und so weiter bis zum 6. Brunnen, wobei 50 uL
vom der 6. Brunnen entsorgt werden.
Daraus ergeben sich Verdiinnungen von 1/80 bis 1/2560.

- Geben Sie 50 pL des verdlinnten Serums in den 7, Brunnen.
Mit Reagenz BUF mischen und 50 pL entsorgen.
Diese Verdiinnung (1/80) stellt die Serumkontrolle dar, deren Aufgabe es ist, die
natlrlichen Anti-Schaf-Agglutinine nachzuweisen, die bestimmte Seren
enthalten kénnen.

- Reagenzien R1 und R2 vor Gebrauch vortexen oder kréftig schitteln.

« Geben Sie 1 Tropfen Reagenz R1 in die ersten 6 Brunnen.
* Geben Sie 1 Tropfen Reagenz R2 in den 7. Brunnen (Serumkontrolle).

* Geben Sie 1 Tropfen Reagenz R1 in den 8. Brunnen (Reagenzien
Kontrolle), dessen Aufgabe es ist, die Giiltigkeit des Reagenzes BUF und
des Reagenzes R1 zu kontrollieren.

Hinweis: Fiihren Sie pro Testlauf nur eine reaktive Steuerung durch.
- Homogenisieren Sie den Inhalt der Brunnen sehr sorgfaltig:
« entweder manuell, durch seitliches Antippen der Seite der Mikroplatte, bis
zur vollstdndigen Homogenisierung der Vertiefungen;

« oder durch Verwendung eines Vibrationsrihrers fur
Mikroverdinnungsplatten (bis 1500 rpm). Verwenden Sie keinen
Orbitalschdittler.

- Lassen Sie die Platte nun bei Raumtemperatur zwischen +15°C und +30°C ruhen,
fern von Vibrationsquellen.

- Die Platte kann nach 2 Stunden abgelesen werden. Die Ergebnisse kdnnen von
einem Minimum von 1.5 Stunde Reaktion bis zu einem Maximum von 24 Stunden
interpretiert werden.

9.3 — IgM-Nachweis: 2-Mercaptoethanol-Behandlung

Die Bestimmung von anti-Toxoplasma-Antikérpern vor und nach der Behandlung
des Serums mit 2-ME ermdéglicht es, das Vorhandensein von IgM-Antikérpern
hervorzuheben. Um das Serum zu testen, gehen Sie wie folgt vor:

- Stellen Sie die 2-ME-Lésung her: 140 yL 2-ME gsp 10 mL mit Reagenz BUF.
Diese Losung sollte in einer braunen Flasche aufbewahrt werden. Sie ist 1 Monat
lang bei +2°C bis +8°C stabil.

- Schitteln und dosieren Sie 50 pL dieser 2-ME-Lésung in 6 Brunnen der
Mikrotiterplatte.

- Dann folgen Sie ab dem zweiten Schritt dem Protokoll "Durchfihrung des
Mikrotiterplatten-Tests".

9.4 - Adsorption von natiirlichen Anti-Schafagglutininen bei

Serumkontrollagglutination
- Schitteln Sie das Reagenz R3 vorsichtig.
- Geben Sie es in ein Réhrchen und mischen Sie:
* 0,1 mL Serum;
* 0,3 mL Reagenz R3.
- 60 min bei Raumtemperatur inkubieren lassen.
- 15 Minuten lang bei 800 g zentrifugieren.
- Den Qberstand einsammeln; das Serum wird dann auf 1/4 verdinnt.
- Den Uberstand auf 1/10 in Reagenz BUF verdiinnen, um eine adsorbierte
Stoffverdiinnung (1/40) zu erhalten.
- Wiederholen Sie das Protokoll "Durchfiihrung des Tests auf Mikroplatte" und
ersetzen Sie die Mutterverdiinnung durch die adsorbierte Mutterverdiinnung.

10 — INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Die Reagenzien CONTROL+ und CONTROL- sollten zur Analyse als Seren
behandelt werden. Der Titel von CONTROL+ muss dem auf dem Flaschenetikett
angegebenen Titel bei + einer Verdiinnung entsprechen. Das CONTROL- darf
keine hamagglutination haben. Ist dies nicht der Fall, ist der Test nicht giiltig.

- Die Serumkontrolle sollte eine negative Reaktion (Ring) auslésen. Im Falle einer
hamagglutination dieser Kontrolle ist es notwendig, den Test zu wiederholen,
nachdem die naturlichen Anti-Schaf-Agglutinine durch Adsorption aus dem Serum
entfernt wurden.

- Die reaktive Kontrolle muss eine negative Reaktion (Ring) ausldsen. Ist diese
Kontrolle hamagglutiniert, kann das Produkt ELLLH.A TOXO nicht verwendet
werden.

11 — ABLESEN

Negative Reaktion: Abwesenheit von Hamagglutination.
Vorhandensein eines mehr oder weniger breiten

Ringes am Boden des Brunnens.

Positive Reaktion: Anwesenheit von Hamagglutination.

Vorhandensein eines rot/braunen Schleiers, der den
Brunnen auskleidet; manchmal mit einem dinnen
Rand.

Reaktive Bilder der hamagglutination, die mit positiven Seren gewonnen wurden,
sind unten dargestellt:
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Der Titer wird durch die erste Verdiinnung gegeben, die einen breiten und
peripheren Ring aufweist.

Der Ul/mL-Titer entspricht dem Kehrwert dieser Grenzverdiinnung
multipliziert mit der Empfindlichkeitsschwelle des auf dem Kit angegebenen
Reagenzes.

Beispiel: Wenn ein Serum bis zu einer Verdiinnung von 1/320 positiv ist und die
Empfindlichkeitsschwelle bei 0,1 Ul/mL liegt, betrégt der Titer dieses Serums

320 x 0,1 =32 Ul/mL.

12 - INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Titer < 1/80: Negative Reaktion.

Keine anti- Toxoplasma-Antikdrperoder nicht nachweisbare Menge.

e Screening-Untersuchung: wahrscheinlich nicht-immuner Patient, der eine
serologische Nachuntersuchung fur schwangere Frauen und
immungeschwachte Patienten anfordert.

e Test durchgefiihrt im Falle einer mdglichen akuten Infektion bei einem
immunkompetenten Patienten: keine Toxoplasma-Infektion oder erst kirzlich
begonnene Infektion. Ich muss an einer zweiten- Probe kontrolliert werden, um
ein mogliches Auftreten von Antikdrpern nachzuweisen.

Behandlung mit 2-Mercaptoethanol (2-ME):

Die Behandlung des Serums mit 2-ME eliminiert die IgM-Antwort. Eine Abnahme
von mindestens 2 Verdlnnungen vor und nach der Behandlung mit 2-ME L&sung
des Serums bedeutet, dass das Serum IgM-Antikérper enthalt. Vermutung einer
akuten Toxoplasmose.

Ansonsten: wahrscheinlich vergangene Infektion (Restantikorper).

1/80 < Titer < 1/160: Mehrdeutige Reaktion

Vorhandensein von Grenzwerten fiir anti-Toxoplasma-Antikérper. Ein mégliches

Fehlen von IgM kann durch eine Serumbehandlung mit 2-ME nachgewiesen

werden.

e Wenn IgG zweideutig (1/80) und IgM negativ: Fihren Sie eine IgG-
Bestatigungstechnik mit unterschiedlichem Prinzip durch; es wird empfohlen, das
Serum an ein Expertenlabor zu senden, um zusatzliche Techniken
durchzufiihren:

— Wenn das Ergebnis zuséatzlicher IgG-Tests negativ ist: Schluss mit
dem Fehlen von IgG-Antikérpern; serologische Nachuntersuchung

muss angepasst werden (Schwangerschaft oder immungeschwéchte
Patientin).

— Wenn das Ergebnis zusatzlicher 1gG-Tests positiv_ist: Eine alte
Infektion ist wahrscheinlich; das Ergebnis ist an einer neuen Probe im
Abstand von 3 Wochen zu bestatigen.

Titer 2 1/160: Positive Reaktion
Vorhandensein von signifikanten Mengen an anti-Toxoplasma-Antikérpern. Eine
Behandlung des Serums mit 2-ME kann durchgefiihrt werden, um auf das
Vorhandensein von IgM zu testen.
e Wenn IgG positiv (= 1/160) und IgM negativ:
- Bei einem immungeschwéchten Patienten Vorliegen einer alten Infektion; das
serologische Ergebnis ist mit der Klinik, der Biologie und dem Grad der
Immunsuppression zu vergleichen.
- Bei einer immunkompetenten oder schwangeren Patientin muss 3 Wochen
spater ein serologischer Test durchgefihrt werden:
— Wenn der IgG-Titer stabil ist: Die Infektion ist alt.
— Wenn der IgG-Titer ansteigt: Fiihren Sie eine Infektionsdatierung mit
einer IgG-Aviditatsmethode durch, um auf eine kirzlich erfolgte
Infektion oder eine mégliche Reaktivierung der Infektion schlieBen zu
kénnen.
¢ Wenn 1gG negativ und IgM positiv (= 1/160): Fihren Sie in diesem Fall eine IgM-
Bestatigungstechnik durch, die auf einem anderen Prinzip basiert. Wenn die
Ergebnisse positiv sind, dann eine wahrscheinliche kirzliche Infektion, flihren Sie
nach 2 Wochen eine neue serologische Kontrolle durch. Bei negativem Befund
dann naturliches unspezifisches IgM oder Stérungen, kurzliche Infektion nicht
auszuschlieBen, serologische Uberwachung nach 2 Wochen durchfiihren.
e Wenn IgG und IgM positiv (= 1/160):
- Bei einem immungeschwachten Patienten missen die serologischen
Ergebnisse mit der Klinik, der Biologie und dem Grad der Immunsuppression
verglichen werden.
- Bei einer immunkompetenten oder schwangeren Patientin die Datierung der
Infektion mit einem IgG-Aviditatstest durchfuhren.

13 — FEHLERURSACHEN UND EINSCHRANKUNGEN DES TESTS

- Falsche Aufbewahrung des Serums.

- Falsche Aufbewahrung der Reagenzien nach dem Offnen.

- Nutzen Sie ausschlieRlich den im Kit enthaltenen Tropfer.

- Tauschen Sie die Tropfer der Reagenzien R1 et R2 nicht.

- Im Falle einer positiven Reaktion in den ersten 6 Brunnen setzen Sie die
Verdiinnungen fiir die Suche nach dem grenzwertigen hamagglutinationstiter fort.
- Einige Seren, deren Antikérperkonzentration sehr hoch ist, kann ein
Zonenphanomen hervorrufen (mit Ruckzug des Schleiers) in den ersten
Verdiinnungen, die in den nachfolgenden Verdiinnungen verschwinden.

- Die franzdsische Nomenklatur der medizinischen Biologie schreibt folgendes vor
2 tests missen fir die serologische Diagnose von Toxoplasmose gleichzeitig
durchgefiihrt werden. Die Gesamtinterpretation dieser Serologie sollte daher nach
den Ergebnissen der verschiedenen Techniken hergestellt werden. In allen Fallen
ist es notwendig, alle klinischen, epidemiologischen und biologischen Daten zu
integrieren, bevor die endgiltige Diagnose gestellt wird.

14 - AUFFUHRUNGEN

14.1 - Sensitivitat / Spezifitit / Diagnose

Die Empfindlichkeitsschwelle des Reagenzes, ausgedriickt in Ul/mL, ist auf dem
Feld angegeben.

Die Empfindlichkeit der fiir die Serodiagnostik der Toxoplasmose vorgeschlagenen
Techniken gegeniber jedem dieser Antikdrper variiert je nach Art des in der
Reaktion verwendeten Antigens.

Dariiber hinaus kann der internationale Standard einen relativen Prozentsatz jedes
der Antikorper enthalten, der sich von dem des zu testenden Serums unterscheidet.
Der in Ul/mL ausgedriickte Titer kann daher je nach den verwendeten Methoden
erheblich variieren.

Aus diesem Grund ist es wichtig, die Technik anzugeben, die in
internationalen Einheiten verwendet wird, um die Ergebnisse der Diagnose
wiederzugeben.

Die Qualitat der Reagenzien ermdglicht es, die Reaktion abends und die Ablesung
am nachsten Morgen (nach maximal 24 Stunden Reaktion) durchzuflihren, sofern
die Mikroplatte keine Verschiebung erfahrt und vor Vibrationen geschitzt ist.

Das Reagenz R1 besteht aus roten Blutkdrperchen, die durch ein gemischtes
Gesamt-Toxoplasma-Antigen sensibilisiert sind, das sowohl endogene als auch

Membranbestandteile des Toxoplasmas umfasst. Es sorgt fir Sensibilitdt und
Spezifitat fir die Reaktion.

Die Ergebnisse der Sensitivitat und Spezifitdt wurden auf der Grundlage von zwei
Studien (5,6) synthetisiert. Eine erste Studie mit 1710 anti- Toxoplasma-1gG/IgM-
positiven Seren und 1290 negativen Seren (5) und eine zweite Studie mit 342 Anti-
Toxoplasma-IgG/IgM-positiven Seren und 247 negativen Seren (6) wurden unter
Verwendung des Meta-Analyse-Modells (,Meta“ -Paket) der R-Software
(https://www.r-project.org/) analysiert.

Somit zeigen die Ergebnisse dieser Meta-Analyse eine diagnostische Sensitivitat
von 99% 95% Cl [99%-99%] und eine diagnostische Spezifitat von 98% 95% CI
[96%-99%)]. Positive pradiktive Werte (PPV: Positive Predictive Values) liegen
zwischen 98,3 % und 99,5 % und negative pradiktive Werte (NPV: Negative
Predictive Value) zwischen 98 % und 98,8 %.

14.2 — Quantifizierungsgrenze

Die Quantifizierungsgrenze des ELLH.A TOXO-Tests wird durch die
Empfindlichkeitsschwelle definiert und entspricht der Verdiinnung des ersten
Bohrlochs des Tests. Sein Wert ist gleich dem Inversen dieser Verdinnung
multipliziert mit dem Empfindlichkeitsschwellenwert.

14.3 — Reproduzierbarkeit

Bei positiven Seren mit Titern von mehr als 16 Ul/mL weist das ELI.H.A TOXO-
Gerat eine 100% ige Wiederholbarkeit mit einer akzeptablen Toleranz von +/- einer
Verdunnung auf.

Bei negativen Seren, die streng unter 8 Ul/mL liegen, hat das ELI.H.A TOXO-Gerat
eine 100% ige Wiederholbarkeit ohne Positivittstoleranz im Ergebnis.

14.4 — Reproduzierbarkeit

Bei positiven Seren mit Titern von mehr als 16 Ul/mL weist das ELI.LH.A TOXO-
Gerat eine Reproduzierbarkeit von 100 % mit einer akzeptablen Toleranz von +/-
einer Verdunnung auf.

Bei negativen Seren, die streng unter 8 Ul/mL liegen, hat das ELI.H.A TOXO-Gerat
eine 100% ige Reproduzierbarkeit ohne Positivitatstoleranz im Ergebnis.

14.5 — Interferenz

Kreuzreaktionen wurden mit Anti-Nuklear-Antikdrper- oder Anti-Syphilis-Antikdrper-
positiven Proben beobachtet. Es wurden keine Kreuzreaktionen mit Sklerodermie-
Antikérper, IgM HA (Hepatitis A), IgM CMV (Cytomegalovirus) oder Lyme-
Antikérper-positiven  Proben beobachtet (6). Mdogliche Interferenzen mit
Hamoglobin, Lipiden und Bilirubin wurden gemaR den CLSI-EP07-Empfehlungen
untersucht (7,8,9,10,11). Bis zu folgenden Maximalkonzentrationen wurden keine
signifikanten Stérungen festgestellt:

Testsubstanz Spitzenkonzentrationen.
Bilirubin 800 mg/L
Lipid 15 g/L
Hémoglobin 10 g/L

14.6 — Linearitét / Genauigkeit
Der ELI.H.A-TOXO-TEST ermdglicht es, Titrationsergebnisse direkt proportional
zur Menge des in der Probe vorhandenen Analyten (anti-Toxoplasma gondii-
Antikdrper) im Messbereich von 8 bis 256 Ul/mL zu erhalten.

Die Genauigkeit der ELI.H.A-TOXO-methode ist:
Serum < 8 Ul/mL: 0%
Serum bei 10,4 Ul/mL: 15,38%
Serum bei 213,5 Ul/mL: -10,07%

15 — ABFALLBESEITIGUNG

Abfalle missen gemaR den fir diese Art von Produkten im Land geltenden
Hygienevorschriften und -bestimmungen entsorgt werden.

Wenn BUF-Reagenz versehentlich verschittet wird, reinigen Sie die Arbeitsflache
mit saugfahigem Papier und spllen Sie sie mit Wasser ab. Wenn Serum oder
andere Reagenzien verschittet werden, mit Bleichmittel und Papiertichern
reinigen.
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