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Zur in-vitro-Diagnostik, fur den professionellen Einsatz.
Die Tests sind nur fir den einmaligen Gebrauch bestimmt.
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1-ZIEL

ELILHA Toxo ermdglicht die quantitative Bestimmung von
Serumantikdrpern gerichtet gegen Toxoplasma gondii durch indirekte
hamagglutination. Das Kit erméglicht die Durchfiihrung von 120 Tests oder
20 Reaktionen mit 6 Verdiinnungen.

2 - EINFUHRUNG

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

Waéhrend der Immunantwort entwickelt das Individuum verschiedene Arten von
Antikorpern, die gegen verschiedene toxoplasmatische Antigene gerichtet sind.
Der relative Prozentsatz jedes dieser Antikdrper im Serum kann von einem
Subjekt zum anderen wund innerhalb desselben Subjekts je nach
Entwicklungsstadium der Infektion variieren.

3 - GRUNDSATZ

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

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

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

Die handhabung ist einfach und schnell. Die Ergebnisse werden in 2 h erzielt.

4 - REAGENZIEN UND MATERIALIEN

Beschreibung Anzahl

R1 : Behalter mit 2,4 mL sensibilisierten roten blutkérperchen
R2 : Behalter mit 1 mL nicht sensibilisierten roten blutkdrperchen
BUF: Behalter mit 55 mL Puffer Phosphat ph 7,2

R3 : Behdlter mit 2 mL Adsorptionsmittel

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

DROPPER : spezieller Tropfer (18 + 2 pL)

N NRRRRRRE

5 - VORSICHTSMARNAHMEN FUR DEN GEBRAUCH

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

- Die Tests sind nur fur den einmaligen Gebrauch bestimmt.

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

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

Die Behalter CONTROL enthalten Natriumazid (<0,1 %).

Verwenden Sie keine Reagenzien Uber das Verfallsdatum hinaus.

- Verwenden Sie keine Reagenzien aus verschiedenen Chargen.

Warten Sie, bis sich das Serum und die Reagenzien bei Raumtemperatur
ausgeglichen haben, bevor Sie den Test durchfiihren.

- Reagenzien R1 und R2 vor Gebrauch sorgféltig schutteln .

- 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 frische Seren oder Seren, die bei -20°C gelagert werden und frei
von hamolyse, Tribung oder Verunreinigung sind.

Wiederholtes Einfrieren und Auftauen vermeiden.

Das Serum nicht zersetzen.

7 - KONSERVIERUNG UND HERSTELLUNG VON REAGENZIEN

Die Reagenzien sind gebrauchsfertig.

Nach dem Offnen sind alle bei 2-8°C gelagerten Reagenzien bis zum auf der
Verpackung angegebenen Verfallsdatum stabil. Sie durfen nicht eingefroren
werden.

8 - BENOTIGTES, ABER NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTENES
MATERIAL

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

- Behaélter fur kontaminierte Abfalle - Zentrifuge

- 2-mercaptoéthanol (2-ME) - hamolyse-Réhrchen.

9 - VORGEHENSWEISE
Lassen Sie die Reagenzien vor Gebrauch bei Raumtemperatur ausgleichen.

9.1 - Vorbereitung der Probe

Verdunnen Sie das zu testende Serum auf 1/40:
*50 pL Serum;
* 1,95 mL Reagenz BUF.

9.2 - Durchfuhrung des Mikrotiterplatten-Tests
- Geben Sie mit einer Mehrkanalpropette 50 uL Reagenz BUF in 8 Brunnen der
Mikrotiterplatte.
- Geben Sie mit einer Mikropipette 50 pL 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 pL
vom der 6. Brunnen entsorgt werden.
Daraus ergeben sich Verdiinnungen von 1/80 bis 1/2560.
- Geben Sie 50 pL des verdiunnten 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 natirlichen Anti-Schaf-Agglutinine nachzuweisen, die bestimmte Seren
enthalten kénnen.
- Die Reagenzien R1 und R2 vorsichtig schiitteln.
* 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
(Reagenzienkontrolle), dessen Aufgabe es ist, die Glltigkeit des
Reagenzes BUF und des Reagenzes R1 zu kontrollieren.

hinweis: Filhren Sie pro Testlauf nur eine reaktive Steuerung durch.
- homogenisieren Sie den Inhalt der Brunnen sehr sorgfaltig:

« entweder manuell, indem Sie die Seiten der Mikroplatte flach auf die
Seiten klopfen;

«oder mittels Ruhrwerk fir Mikrotiterplatten. Verwenden Sie kein
Orbitalrihrwerk.

- Lassen Sie die Platte dann ruhig und vibrationsfrei stehen.
- Lesen Sie die Reaktion 2 h spéater ab.

9.3 - lgM-Nachweis: 2-Mercaptoethanol-Behandlung

Die Bestimmung von antitoxoplasmatischen Antikdrpern vor und nach der
Behandlung des Serums mit 2-ME ermdglicht es, das Vorhandensein von IgM-
Antikdrpern hervorzuheben.

- Stellen Sie die 2-ME-L6sung her: 140 pL 2-ME gsp 10 mL mit Reagenz BUF.
Diese Losung sollte in einer braunen Flasche aufbewahrt werden. Sie ist 1
Monat lang bei +2°.+8°C stabil.

- Schutteln 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 natirlichen Anti-Schafagglutininen bei
Serumkontrollagglutination
- Schitteln Sie das Reagenz R3 vorsichtig.
- Geben Sie es in ein R6hrchen und mischen Sie:
* 0,1 mL Serum;
* 0,3mL Reagenz R3.
- 60 min bei Raumtemperatur inkubieren lassen.
- 15 Minuten lang bei 800 g zentrifugieren.
- Den Uberstand 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 "Durchfuhrung 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 Verdinnung entsprechen. Das CONTROL- darf
keine hamagglutination haben. Ist dies nicht der Fall, ist der Test nicht glltig.

- 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) auslésen. Ist diese
Kontrolle hamagglutiniert, kann das Produkt ELI.H.A Toxo nicht verwendet
werden.

11 - ABLESEN
Negative Reaktion:

Abwesenheit von hdamagglutination.
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.



Beispiel 1:
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Beispiel 2:
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1/640 positives unbehandeltes Serum - 1/80 positives 2-ME-Serum
Y positives Serum, das IgM enthalt
Der Titer wird durch die erste Verdinnung gegeben, die einen breiten und
peripheren Ring aufweist.
Der Ul/mL-Titer entspricht dem Kehrwert dieser Grenzverdinnung
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 IU / ml liegt, betragt der Titer dieses Serums
320x0,1=321U/ml

12 - INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Titer < 1/80 : Negative Reaktion.

Fehlen von Anti-Toxoplasma-Antikdrpern oder nicht nachweisbarem Niveau.

e Screening-Untersuchung: Fehlen einer wahrscheinlichen Immunitat, die im
Falle einer Schwangerschaft einer serologischen Uberwachung bedarf.

* Untersuchung bei Verdacht auf eine toxoplasmatische Infektion:

Fehlen einer toxoplasmatischen Infektion oder einer sehr frilhen Infektion.

Mit einer neuen Probe zu Uberprifen, um das mégliche Auftreten von Antikérpern

hervorzuheben.

1/80 <Titer< 1/160: Positive Reaktion.

Vorhandensein von Anti-Toxoplasma-Limit-Antikdrpern.

e Screening untersuchung: nach den Ergebnissen aller auf das Serum
angewendeten toxoplasmatischen Serologietechniken zu interpretieren.
Gegebenenfalls an einer neuen Probe zu prifen.

« Nachuntersuchung einer schwangeren Frau, von der bekannt ist, dass sie nicht
immun ist, oder Untersuchung bei Verdacht auf eine neue Infektion:
wahrscheinlich aktive Toxoplasmose. Ein IgM-Test sollte durchgefiihrt werden.

Titer 2 1/160: Positive Reaktion.

Anti-Toxoplasma-Antikorper vorhanden.

e Screening-Test: Wahrscheinliche vergangene Immunitét (Restantikdrper).

¢ Nachuntersuchung einer schwangeren Frau, von der bekannt ist, dass sie nicht
immun_ist, oder Untersuchung bei Verdacht auf eine neue Infektion:
wabhrscheinlich aktive Toxoplasmose.

Es wird empfohlen, das Serum mit 2-ME zu behandeln, um nach dem

Vorhandensein von IgM zu suchen und eine Kontrolle mit einer neuen Probe

durchzufuhren.

Behandlung mit 2-ME:

Eine Titerabnahme von mindestens 2 Serumverdinnungen vor und nach der 2-

ME-Behandlung deutet auf das Vorhandensein von IgM-Antikérpern hin.

Vermutung einer fortschreitenden Toxoplasmose.

Ansonsten: Wahrscheinliche frihere Immunitat (Restantikérper).

13 - FEHLERURSACHEN UND EINSCHRANKUNGEN DES TESTS

- Falsche Aufbewahrung des Serums.

- Falsche Aufbewahrung der Reagenzien nach dem Offnen.

- Nutzen Sie ausschlie3lich 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
Verdunnungen fur die Suche nach dem grenzwertigen hamagglutinationstiter fort.
- Einige Seren, deren Antikdrperkonzentration sehr hoch ist, kann ein
Zonenph&nomen hervorrufen (mit Rickzug des Schleiers) in den ersten
Verdinnungen, die in den nachfolgenden Verdiinnungen verschwinden.

- Die franzdsische Nomenklatur der medizinischen Biologie schreibt folgendes vor
2 tests missen fur 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 endglltige Diagnose gestellt wird.

14 - LEISTUNG

Die Empfindlichkeitsschwelle des Reagenzes, ausgedriickt in lU/mL, wird auf dem
Kit angezeigt. Die Empfindlichkeit der vorgeschlagenen Techniken fur die
Toxoplasmoseprifung auf jeden dieser Antikrper hangt von der Art des in der
Reaktion verwendeten Antigens ab.

Dartiber hinaus kann der internationale Standard einen relativen Prozentsatz
jedes Antikorpers enthalten, der sich von dem des zu testenden Serums
unterscheidet.

Der in IU/mL ausgedriickte Titer kann daher je nach verwendeter Methode stark
variieren.

Deshalb ist es wichtig, die Technik zu spezifizieren, mit der die Ergebnisse
der Diagnose in internationalen Einheiten dargestellt werden.

Die Qualitat der Reagenzien ermdglicht die Reaktion am Abend und die Messung
am nachsten Morgen, sofern die Mikrotiterplatte nicht verschoben und vor
Vibrationen geschiitzt wird.

Das Reagenz R1 besteht aus roten Blutkérperchen, die mit einem gemischten
Gesamttoxoplasma-Antigen sensibilisiert sind, das sowohl endogene als auch
membransténdige Bestandteile des Toxoplasmas enthélt. Es stellt die Sensitivitat
und Spezifitat der Reaktion sicher.

So zeigen die Ergebnisse der Testauswertungen eine Sensitivitat von 99,2 % und
eine Spezifitat von 97,7 %.

Wenn dieses Reagenz mit ELITex Toxo assoziiert ist, wird eine Korrelation von
98,2 (18) bis 99,8 % (17) in Abh&ngigkeit von der verwendeten Referenztechnik
erreicht.

Bei der "Neubewertung von 40 Reagenzienkits zum Nachweis von
Antitoxoplasmose IgG Antikérpern” durch die Agence du Médicament im Marz
1998 (19) wurden 40 verschiedene Seren mit dem ELI.H.A Toxo:

- 9 negative Seren ergaben negative Ergebnisse

- Bei 7 Seren wurde keine negative Reaktion festgestellt
grenzwertig positiv getestet

- 24 positive Seren wurden als solche identifiziert

15 - ABFALLENTSORGUNG

Abfalle miissen gemaf den fiur diese Art von Produkten im Land geltenden
Hygienevorschriften und -bestimmungen entsorgt werden.

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