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Deutsch

TOXOREAGENT

Agglutinationstest zum Nachweis von Antikérpern gegen
Toxoplasma gondiiin Serum

Verwendungszweck

Semi-quantitativer (titrierbarer) Agglutinationstest zum
Nachweis von Antikérpern gegen Toxoplasma gondii in
Humanserum als Hilfsmittel zur Diagnose der Immunitat
gegen Toxoplasmose (Vorhandensein spezifischer
Antikorper).

Der Test ist fur den manuellen Gebrauch geeignet und nur
fur die professionelle In-vitro-Diagnostik bestimmt. Alle
Labortestergebnisse sollten in Verbindung mit anderen
klinischen Daten interpretiert werden. Die klinische
Beurteilung und weitere Tests muissen zusatzlich
berlcksichtigt werden.

Hinweis: Beachten Sie, dass das CE-Zeichen auf diesem
Produkt nur fir die Verwendung des Produkts mit
menschlichen Proben gilt, nicht mit tierischen Proben.

Wichtiger Hinweis zur Gebrauchsanweisung

Jede fir den Test relevante Anderung der
Gebrauchsanweisung des Kits (IFU) fihrt zu einer
Anderung der Versionsnummer am unteren Rand der
letzten Seite der IFU. Alle vorgenommenen Anderungen
werden auf einem separaten Blatt gekennzeichnet, das
der Gebrauchsanweisung fiir einen Zeitraum von drei
Monaten ab dem Datum der Versionsanderung beigefligt
wird. Bitte stellen Sie sicher, dass die neueste Version der
Gebrauchsanweisung flr das Testverfahren verwendet
wird.

Prinzip des Tests

Das Mast Toxoreagent Kit ist ein Agglutinationstest auf
der Basis von Latexpartikeln. Diese sind mit
ultraschallbehandeltem Toxoplasma gondii-Antigen (RH-
Stamm) beschichtet und stabilisiert. Das Latexreagenz ist
als fliissige Reagenzkomponente im Kit gebrauchsfertig
erhéltlich. Das Probenverdinnungsmittel wird fir die
Verdinnung der Proben oder der Positivkontrolle
verwendet. Die Positivkontrolle zeigt die Reaktivitdt des
Tests an. Der zu erzielende Endtiter sollte dem
chargenspezifischen QC-Dokument entnommen werden.
Der Test wird in Mikrotiterplatten mit U-Boden
durchgefiihrt, die nicht Teil des Kits sind. Das
Testergebnis ist ein Agglutinationsmuster, das visuell oder
durch entsprechende Reader-gesteuerte
Auswerteprogramme interpretiert wird. Die Anwesenheit
von Antikdrpern gegen Toxoplasma gondii-Antigene fihrt
zur Agglutination der Latexpartikel. Diese positive
Reaktion hangt von der Konzentration der Antikérper in
der Serumprobe ab. Bei negativen Ergebnissen
sedimentieren die Partikel zu einem Knopf am Boden der
Mikrotitervertiefung. Die Starke der Antikdrperreaktion
wird durch serielle Titration bestimmt. Ausgehend von
einer Serumverdinnung von 1:8 wird die Probe Uber
weitere 7 Vertiefungen titriert. Die letzte
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Agglutinationsreaktion dieser Probe ergibt den Titer. Der
maximal zu erreichende Titrationsschritt bei dieser
Titration ist ein Verdinnungsschritt von 1:2048.

Packungsinhalt

1. Latexreagenz bzw. Latexpartikel

1 x 12 mL, gebrauchsfertig; enthalt Polystyren-Latex-
partikel, beladen mit inaktiviertem 7oxoplasma
gondii- Antigen, enthadlt Proclin (< 0,005%),
(hautreizend, siehe Warnhinweise)

2. Positivkontrolle

1 x 0.5 mL, gebrauchsfertig; enthalt Humanserum mit
Anti- Toxoplasma gondlii-Antikérpern, enthalt Proclin
(< 0,005 %), siehe Titer-Konzentration auf dem QC-
Dokument, potentiell infektids und hautreizend (siehe
Warnhinweise)

3. Diluent

1 x 50 mL, enthalt Proclin (< 0,005%), hautreizend
(siehe Warnhinweise)

Weitere Abklirzungen

1. gebrauchsfertig

Zusétzlich bendtigte Materialien
Mikrobiologisches Standardmaterial und -ausriistung wie

Mikropipetten,  kleine  Verdinnungsréhrchen  und
Mikrotiterplatten mit starrem U-Boden.

Warnhinweise

1. Halten Sie die allgemeinen Gesundheits- und

Sicherheitsrichtlinien fir die Arbeit mit potenziell
infektidsen Materialien ein. Tragen Sie geeignete
Schutzkleidung und benutzen Sie geeignete
Laboreinrichtungen.

2. Vermeiden Sie Kreuzkontaminationen, sowie den
Austausch der Flaschendeckel. Verwenden Sie keine
kontaminierten ~ Reagenzien. = Reagenzien  mit
beschadigten Flaschen oder Verpackungen sollten
aufgrund des Kontaminationsrisikos nicht verwendet
werden. FUr jede Probe oder jedes Reagenz sollte
eine eigene Pipette bzw. Pipettenspitze verwendet
werden.

3. Beim Umgang mit Proben menschlichen Ursprungs
sind die anerkannten VorsichtsmaBnahmen fir
biologische Gefahren und aseptische Techniken zu
beachten.

4. Keine hamolysierten, lipdmische oder ikterischen
Proben verwenden (Ref. 12, 13, 14).

5. Die Kontrolle wurde auf Antikdrper gegen HIV, HCV
und HBsAg getestet und war negativ. Sie sollte
jedoch als potenziell infektioses Material behandelt
werden, das Krankheiten Ubertragen kann. Es wird
nicht garantiert, dass die Proben frei von Infektionen
oder mikrobieller Kontamination sind.

6. Einzelne Kitreagenzien enthalten bovine
Komponenten. Zum Schutz vor Infektionen mit
Prionen oder zoonotischen Erregern muissen die
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gangigen Arbeitsschutzregeln
werden.

7. ProClin wird als Konservierungsmittel verwendet.
ProClin kann zu Hautreizungen fiihren. Bei Kontakt
mit der Haut sollten die betroffenen Stellen griindlich
mit Wasser und Seife gewaschen werden

8. Der Test basiert auf Latexpartikeln. Latex kann bei
Hautkontakt allergische Reaktionen hervorrufen.
Tragen Sie Handschuhe, Kittel, Schutzbrillen usw.,
um das Risiko eines Kontakts zu verringern.

9. Das Vorhandensein von Anti-Latex-Antikoérpern in der
Patientenprobe kann zu falsch positiven Ergebnissen
fuhren. Patienten mit einer bekannten Latexallergie
sollten mit verschiedenen Methoden getestet werden,
und alle Ergebnisse sollten zusammen mit den
klinischen Beobachtungen interpretiert werden.

(GLP) eingehalten

VorsichtsmaBnahmen

1. Lesen Sie die Anweisungen sorgfaltig durch, bevor
Sie den Test durchfiihren. Andern Sie das Verfahren
nicht ohne vorherige Validierung.

2. Keine Kitreagenzien nach dem Ablauf der Haltbarkeit
verwenden.

3. Keine Kitreagenzien aus verschiedenen Chargen
kombinieren.

4. Verwenden Sie nach Mdglichkeit Einweg-
Plastikmaterial Wiederverwendbare Glasmaterialien
sollten vor dem Gebrauch griindlich gewaschen und
frei von Reinigungsmitteln gespult werden.

5. Agglutinationstests sind empfindlich gegeniber
Hitze, direktem Sonnenlicht und Vibrationen. Halten
Sie sich wahrend der Inkubationszeit des Tests von
solchen Quellen fern.

6. Die Latexpartikel mussen vor der Verwendung
grindlich resuspendiert werden. Bei unzureichend
resuspendiertem Latexreagenz kénnen die
Reaktionen aufgrund der GroBe der Latexkndpfe
schwer ablesbar sein.

7. Fur jeden Pipettierschritt ist eine neue Pipettenspitze
zu verwenden.

8. Flaschendeckel sollten unmittelbar
gebrauch wieder verschlossen werden.

nach dem

Entsorgung

Kitreagenzien, Proben und kontaminierte Einwegartikel
sollten gemaB den einschlagigen Entsorgungsrichtlinien
und -vorschriften fUr infektidses Material entsorgt werden.

Lagerung und Stabilitét

Alle Behélter sind ungedffnet und aufrecht gelagert bei 2—
8 °C bis zum auf dem Packungsetikett angegebenen
Verfallsdatum verwendbar.

Einmal gedffnet muss das Latexreagenz und das Diluent
fest verschlossen bei 2-8 °C gelagert werden und kann
bis zum Verfallsdatum verwendet werden.

Die Positivkontrolle bei 2-8 °C aufbewahren. Sie ist bis
Ablauf des Verfallsdatums stabil.
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Reagenzien nicht einfrieren!

Serumproben bis 72 h bei 2-8 °C lagern. Falls Nach-
testungen erforderlich sein sollten, kénnen Proben auch
bei -20 °C eingefroren werden. Aufgetaute Proben
mussen vor der Untersuchung gut gemischt werden.

Probenmaterial

a) Serum

b) Die Serumproben kénnen bei 2-8 °C bis zu 3 Tage
aufbewahrt werden. Fir eine langere Lagerung sollten
sie aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt werden.

Die Proben sollten nicht eingefroren und wiederholt
aufgetaut werden.

Nach dem Auftauen sollten die Proben vor der
Verwendung im Assay kurz und vorsichtig vortexen.

Lipédmische, ikterische, hamolytische oder bakteriell
kontaminierte = Proben  kdénnen zu falschen
Ergebnissen flhren (Ref. 12, 13, 14).

Testdurchfihrung

Alle TOXOREAGENT Komponenten vor der Verwendung
auf Raumtemperatur (15-25 °C) bringen.

A. Probenvorbereitung

1. Nur frische Serumproben nach Abzentrifugieren von
Blutgerinnseln verwenden. Die Proben kénnen bis 72
h bei 2-8 °C oder flr langere Zeit bei —20 °C gelagert
werden.

2. Alle Serumproben 1:8 verdinnen (auBer pos.
Kontrolle, siehe unten); indem z.B. je 50 pL Serum in
ein Réhrchen geflillt werden und dann mit je 350 pL
Diluent vermischt wird. Vor Gebrauch gut mischen.
Eine Hitzeinaktivierung der Proben vor Testung ist
nicht erforderlich.

B. Positive Control
Die Positivkontrolle ist gebrauchsfertig.

C. Durchfiihrung

Das Latexreagenz sorgféltig aufschitteln, um die
Partikel zu resuspendieren. Schaumbildung ver-
meiden.

Achtung: Bitte darauf achten, dass die Latex-partikel
vollstandig in L&sung sind.

2. Je 25 pL Diluent in die Wells 1 bis 8 (Reihe 1) einer U-
Boden-Mikrotiterplatte mit Hilfe einer Mikropipette
pipettieren. Diesen Vorgang fir jede zu testende
Serumprobe wiederholen. Alle Vertiefungen der
Spalte 9 sind als Kontrolle zu verwenden.

3. 25 pL der Positivkontrolle in das erste Well der Reihe
1 geben und danach je 25 pL der 1:8 verdinnten
Serumproben in das erste Well aller folgenden Reihen
pipettieren.

4. Den Inhalt aller Wells der Spalte 1 durch wiederholtes
Auf- und Abpipettieren vermischen. Daraus dann je 25

—
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pL in die entsprechenden Wells der Spalte 2
pipettieren.

5. Wie unter Punkt 4 angegeben bis zur Spalte 8 fort-
fahren und je 25 pL aus dem Well ins nachste Uber-
fihren. SchlieBlich 25 yL aus den Wells der Spalte 8
entsorgen. Daraus ergeben sich Verdiinnungen von
1:16 in Spalte 1 bis 1:2048 in Spalte 8 wie im
untenstehenden Diagramm beschrieben.

al 1 2 3 4 5 6 7 8
b|1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 |1:1024|1:2048
c| 25 25 25 25 25 25 25 25
d| 25
el = 25
- 25
- 25
- 25
- 25
- 25
- 25
-y
ent-
sor-
gen
f 25 pL Latexreagenz zu allen Wells hinzugeben
Den Inhalt der Wells mischen.
Die Platte mindestens 12 Stunden bei Raumtemperatur
inkubieren.
Agglutination ablesen.

Legende

a — Well-Nummer

b - Serumverdiinnung

¢ — pL Diluent

d - pL Positivkontrolle oder 1:8 verdiinnte Serumproben
e — Verdlinntes Serum + Diluent mischen und weiter-

pipettieren
f — Latexreagenz zu allen Wells hinzugeben

6. 25 pL Latexreagenz zu allen Wells hinzugeben. Das
Latexreagenz muss vor Gebrauch vollstandig
resuspendiert sein.

7. Den Inhalt der Wells entweder durch leichte St6Be
oder mit Hilfe eines Plattenschiittlers fir 30 sec und
eingestellt auf die hochste Geschwindigkeitsstufe gut
vermischen.

8. Die Platte zur Vermeidung von Verdampfung be-

decken und mindestens 12 Stunden bei Raumtempe-
ratur (15-25 °C) inkubieren.

Die Mikrotiterplatte auf eine plane Ebene ohne
Stérungen wie z.B. Vibration stellen und vor Hitze
oder Einstrahlung direkten Sonnenlichtes schiitzen.

9. Die Platte auf Agglutination kontrollieren.
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Ablesen und Interpretation der Ergebnisse

Die Agglutination nach den folgenden Kriterien interpre-
tieren:

Ergebnis Muster | Interpretation

Starke Agglutination mit einem
unregelmaBigen AuBenrand und
teilweise nicht ganz geschlos-
senen Ring

3+

Agglutination im ganzen Well 2+

Deutliche Agglutination, aber
nicht Uber die ganze Oberflache
des Wells

1+

Schwache Agglutination 0,5+

Negative Reaktion. Eine kleine,
aber deutliche Knopfbildung in
der Mitte

@ 0] [d] [0

Der Titer wird errechnet als die hdchste Verdiinnungsstufe
des Testserums, die noch eine Agglutination (1+ oder
héher) anzeigt.

Die Testung ist valide, wenn die mitgefihrte
Positivkontrolle den Kriterien des QC-Zertifikats erreicht.

Bei Humanserum

1. Ein Antikorper-Titer (Serumverdinnungsfaktor) von
1:32 oder hdher zeigt das Vorhandensein von Toxo-
plasma-Antikdrpern an. Bei positiven Ergebnissen
sollte der Patient am besten alle zwei Wochen
getestet werden, um den Antikorpertiter festzustellen.
Wenn der Titer ansteigt oder hoch bleibt, ist der
Patient an Toxoplasmose erkrankt. Bei der Diagnose
von Augentoxoplasmose ist auch ein niedriger Titer
bedeutsam; dennoch sollte hier eine sorgfaltige
augenarztliche Untersuchung zur Sicherheit durch-
gefuhrt werden.

2. Ein Antikérper-Titer von 1:16 sollte ebenfalls als
positiv angegeben werden. Er zeigt aber nur das Vor-
handensein eines Borderline-Niveaus an. Die Wahr-
scheinlichkeit, an Toxoplasmose erkrankt zu sein, ist
gering. Weitere Blutproben sind notwendig, um eine
mdgliche Titer-Steigerung festzustellen. Wenn keine
Steigerung der Titerstufe festzustellen ist, kann der
Patient als Toxoplasmose-negativ eingestuft werden.

3. Beieinem Antikorper-Titer kleiner als 1:16 ist das Vor-
handensein von Toxoplasma-Antikérpern unwahr-
scheinlich; eine Infektion kann jedoch nicht definitiv
ausgeschlossen werden, daher sollte bei Verdacht
oder Zweifel die Untersuchung mit einer anderen
Methode wiederholt werden (Lit. 5).

4. Wenn ein negatives Ergebnis bei Serumproben einer
Schwangeren angezeigt wird, sollte der Test wéhrend
der Schwangerschaft dennoch wiederholt werden,
um eine mdgliche Serokonversion zu detektieren, da
es sich auch um ein falsch negatives Ergebnis
handeln kann.
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Bei

Im Zweifelsfall wird empfohlen, eine weitere
Serumprobe anzufordern und mit dem behandelnden
Arzt oder Arztin Ricksprache zu halten.

Schweinen und Katzen

Ein Antikorper-Titer (Serumverdinnungsfaktor) von
1:64 oder hoher zeigt Toxoplasma-Antikérper an.

Bei positiven Ergebnissen sollte das Tier am besten
alle zwei Wochen getestet werden, um den Anti-
korpertiter festzustellen.

Ein Antikérper-Titer von 1:32 zeigt einen Borderline-
Level der Toxoplasma-Antikérper an. Die Wahr-
scheinlichkeit einer Toxoplasmose ist gering. Weitere
Blutproben sind notwendig, um eine mdgliche Titer-
Steigerung festzustellen. Wenn keine Steigerung fest-
zustellen ist, kann das Tier als Toxoplasmose-negativ
eingestuft werden.

Bei einem Antikdrper-Titer von 1:16 ist das Risiko
einer Toxoplasmose gering. Dies kann allerdings nicht
mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden.

Grenzen des Nachweisverfahrens

Der TOXOREAGENT weist IgG- und IgM-Antikérper
nach. Der Assay kann nicht zwischen den beiden
Immunglobulinklassen unterscheiden.

TOXOREAGENT ermoglicht die serologische Diag-
nose von Anti-Toxoplasma-Antikérpern. Humane
Serumproben mit einem Titer von 1:16 gelten als
schwach-positiv oder borderline und sollten nach
etwa 2 Wochen erneut getestet werden.

Bei der Testung der Proben von immunkomprimierten
Patienten, Patienten mit erblich bedingten Schaden
oder Dialyse-Patienten sollten die serologischen
Testergebnisse zusammen mit dem Krankheitsbild
und anderen diagnostisch bedeutsamen Ergebnissen
analysiert werden. Am besten sollte der Anti-
Toxoplasma-Status des Patienten durch einen
alternativen Test bestatigt werden.

Falsch positive Reaktionen wurden bei
Patientenproben festgestellt, die positiv auf
antinukledre  Antikérper,  Zytomegalievirus-lgM-
Antikérper oder HBe-Antigene reagierten. Die
Ergebnisse eines serologischen Tests sollten immer
zusammen mit den klinischen Symptomen und der
Krankengeschichte des Patienten betrachtet werden
(Lit. 8, 9).

Jeder In-vitro-diagnostische Test kann falsch-positive
oder falsch-negative Ergebnisse liefern. Bestehen
Zweifel am Testergebnis muss mit einer alternativen
Testmethode das Probenmaterial erneut untersucht
werden.

Es sollten nur Serumproben fir diesen Test
verwendet werden. Plasmaproben sollten nicht
eingesetzt werden, da sie falsch-positive Ergebnisse
liefern kénnen.

Keine erkennbar visuell verfarbten oder auffélligen
Proben verwenden, was auf eine etwaige Kontamina-
tion zurtckfihrbar oder lipdmischen, hamolytischen
bzw. ikterischen Ursprungs hinweisen kdnnte.
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e Bis zu nachstehenden Konzentrationen wurden
Proben getestet und zeigten keine auffélligen Ergeb-
nisse, dennoch sollten sie nicht verwendet werden:

Hamoglobin: 560 mg/dL
Bilirubin: 24 mg/dL
Triglyceride: 1500 mg/dL

e Gelegentlich wird ein Prozonen-Effekt bei stark

positiven Seren beobachtet. Bitte darauf achten, dass

alle Proben vollstdndig austitriert werden und nicht
nur ein Screeningansatz durchgefihrt wird.

Leistungsdaten
Sensitivitat und Spexzifitat

In einer Studie mit 147 Humanseren, die semiquantitativ
getestet wurden, wurde die Sensitivitdit von
TOXOREAGENT mit 93,8 % und die Spezifitdt mit 97,1 %
angegeben. Positive Ergebnisse werden als > 1:32 fir
TOXOREAGENT angenommen.

Die analytische Leistung wurde wie folgt berechnet:

Formeln Wert
Sensitivitat (Sens) re 93.81%
(TP +FN)
Spezifitat (Spec) N 97.06%
(TN + FP)
Positiv pradiktiver Wert (PPV) re 99.07%
(TP + FP)
Negativ pradiktiver Wert (NPV) T~ 82.50%
(TN + FN)
Effizienz (Eff) (TP+TN) | 94.56%
total
Positive Likelihood Ratio (LR+) (Sens) 31.98
(1 — Spec)
Negative Likelihood Ratio (LR-) | (1 — Sens) 0.06
(Spec)
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Assay-Vergleich

In einer Studie mit 141-147 Seren entspricht die
Sensitivitdt und Spezifitdit von TOXOREAGENT den
Leistungsdaten vergleichbarer Assays:

TOXO- Toxoreagent MASTA-
REAGENT FLUOR™
Toxoplasma
(EIKEN / Mast S
creen
Group Ltd.)
(Mast
Diagnostica
GmbH)
Art.Nr. RST 701 631181
Sens 93.81% 95.58% 99.09%
Spec 97.06% 64.71% 83.87%
PPV 99.07% 90.00% 95.61%
NPV 82.50% 81.48% 96.30%
Eff 94.56% 88.44% 95.74%
LR+ 31.98 2.71 6.14
LR- 0.06 0.07 0.01

Die Positivitat bzw. Negativitdt der fir den oben
genannten Vergleich verwendeten Proben wurde durch
Enzymimmunoassay-Technologie bestatigt (Lit. 10, 11).

Rickverfolgbarkeit (Traceability) - Qualitdtskontrolle
und Referenzmaterial

Es wird empfohlen, eine Qualitdtskontrolle mit der
mitgelieferten Positivkontrolle durchzufihren, um zu
Uberprifen, ob das Latexreagenz korrekt funktioniert. Die
Kontrolle sollte in regelmdBigen Abstanden wiederholt
werden. Der Antikdrpertiter der Positivkontrolle ist in dem
dem Kit beigefiigten QC-Dokument angegeben. Wenn
das Ergebnis der Positivkontrolle auBerhalb dieses
Bereichs liegt, sollte der Testlauf als ungultig betrachtet
werden.

Uberprifen Sie auBerdem regelméBig, ob die
Latexreagenzien mit bekannten Referenzserumproben
korrekte Ergebnisse liefern. Prifen Sie auf Anzeichen
einer Verschlechterung. Reagenzien nicht verwenden,
wenn sie kontaminiert oder triibe sind.

Die im Kit verwendeten Kontrollmaterialien wurden
anhand internationaler Standards getestet:

NIBSC 01/600: 1:2048

TOXM: 1:2048

NIBSC 09/B588: 1:1024

Assay-Prézision

Bei der Titration der Positivkontrolle (serielle Verdiinnung
1:16 bis 1:2048) wurden 10 Mal verschiedene Chargen
gemaB dem Testverfahren getestet, wobei alle Ergebnisse
innerhalb von +1 Titerstufe lagen.
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Prozon-Effekt (High dose hook effect)

Gelegentlich kann bei stark positiven Seren ein
Prozoneneffekt = beobachtet werden. Um  den
Prozoneneffekt zu vermeiden, sollten alle Proben gemaB
den Anweisungen des Kits titriert werden. Ein Screening
wird nicht empfohlen (siehe auch Anwendungs-
beschréankungen).

Messbereich

Die positive Kontrolle und die Proben wurden titriert (1:16-
1:32768), um das Agglutinationsmuster (negativ bis 3+) zu
bestimmen. Anschauliche Bilder finden Sie im Abschnitt
“Ablesen und Interpretation der Ergebnisse”.

Cut-off

Der Cut-off-Wert (= 1:32) wurde anhand eines Panels aus
147 positiven und negativen Serumproben festgelegt, die
der genannten Sensitivitat und Spezifitat entsprechen.

Verfligbarkeit des Kurzberichts {iber Sicherheit und
Leistung (Art. 29, IVDR)

Der Bericht wird in der EUDAMED-Datenbank vorliegen
(sobald das Modul verfugbar ist).
(https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home).

Der SSP-Bericht wird auf Anfrage zur Verfligung gestellt.
Meldung schwerwiegender Vorkommnisse

Alle  schwerwiegenden  Vorkommnisse, die im
Zusammenhang mit dem Produkt aufgetreten sind,
mussen dem Hersteller und der zustandigen Behdrde des
Mitgliedstaates, in dem der Anwender und/oder Patient
niedergelassen ist, gemeldet werden.

Referenzen und Anderungshistorie

Die Referenzen und die Anderungshistorie finden Sie am
Ende der Gebrauchsanweisung.
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English

TOXOREAGENT

Agglutination assay for the detection of Toxop/lasma
gondii antibodies in serum

Intended Purpose

Semi-quantitative (titratable) agglutination assay for the
detection of antibodies directed against 7oxoplasma
gondiiin human serum as an aid to diagnosis of immunity
against toxoplasmosis (presence of specific antibodies).

The assay is suitable for manual use and is intended for
professional /n-vitro diagnostic use only. All laboratory
test results should be interpreted in conjunction with other
clinical data. The clinical judgement and further tests have
to be taken into account additionally.

Note that the CE-mark affixed to this product applies only
to the use of the product with human samples, not with
animal samples.

Important note for use of these kit instructions

Any assay relevant changes to the kit instructions for use
(IFU) will lead to a change of the version number at the
bottom on the last page of the IFU. All changes made will
be identified on a separate sheet added to the IFU for a
period of three months from the date of a change of the
version. Please ensure that the latest version of the IFU is
used for the assay procedure.

Principle of the Test

The Mast TOXOREAGENT kit is an agglutination test
based on latex particles. These are coated and stabilized
with ultrasonically treated Toxoplasma gondiiantigen (RH
strain). The latex reagent is available as a liquid reagent
component in the kit ready for use. The sample diluent is
used for the dilution of the samples or the positive control.
The positive control shows the reactivity of the test. The
final titre to be obtained should be taken from the batch
specific QC document. The test is performed in microtiter
plates with U-bottom, which are not part of the kit. The
test result is an agglutination pattern which is interpreted
visually or by corresponding reader-controlled evaluation
programs. The presence of antibodies directed against
Toxoplasma gondii antigens leads to agglutination of the
latex particles. This positive reaction depends on the
concentration of antibodies in the serum sample. With
negative results, the particles sediment to a button at the
bottom of the microtiter well. The strength of the antibody
reaction is determined by serial titration. Starting from the
serum dilution of 1:8, the sampile is titrated over a further
7 wells. The final agglutination reaction of this sample
yields the titre. The maximum titration step to be achieved
in this titration is a dilution step of 1:2048.
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Contents

1. Latex reagent or latex particles

1 x 12 mL, ready to use, contains polystyrene latex
particles coated with inactivated 7oxoplasma gondii
antigen, contains Proclin (< 0.005%), irritating to skin
(see warnings)

2. Positive Control

1 x 0.5 mL, ready to use, contains human serum with
anti- Toxop/asma gondii antibodies, contains Proclin
(< 0.005%), see titre concentration on QC document,
potentially infectious and irritating to skin (see
warnings)

3. Diluent

1 x 50 mL, contains Proclin (< 0.005%), irritating to
skin (see warnings)

Further abbreviations

1. ready to use

Materials required but not provided

Standard microbiological supplies and equipment such as
micropipettes, small dilution tubes and rigid U-shaped
bottom microwell plates.

Warnings

1. Comply with the general health and safety guidelines
for working with potentially infectious materials. Wear
appropriate protective clothing and use appropriate
lab facilities.

2. Do not cross-contaminate reagents or interchange
caps on bottles. Do not use contaminated reagents.
Do not use reagents with damaged bottles or
packaging. Use a separate pipette or pipette tips for
each sample and reagent.

3. Observe approved biohazard precautions and aseptic
techniques when dealing with specimens of human
origin.

4. Do not use haemolysed, lipemic or icteric samples
(Lit. 12, 13, 14).

5. The control has been tested for antibodies to HIV,
HCV and for HBsAg and found to be negative.
However, it should be treated as potentially infectious
materials and capable of transmitting diseases. No
guarantee is given that the samples are free of
infections or microbial contamination.

6. Some kit components contain bovine components
(e.g. bovine serum albumin). As an infection (e.g.
prions or zoonotic pathogens) risk after ingestion,
inhalation or embrocation of reagents cannot be
excluded entirely, care when handling the reagents is
advised.

7. ProClin is used as preservative. ProClin can cause
skin irritation. In the event of contact with the skin, the
affected areas should be washed thoroughly with
soap and water.
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The assay is based on latex particles. Latex may
cause allergic reactions with skin. Wear gloves, coats,
protection glasses etc. to reduce the risk of contact.

The presence of anti-latex antibodies in the patient
sample can lead to false positive results. Patients with
a known latex allergy should be tested with different
methods and all results should be interpreted
together with clinical observations.

Precautions

1.

Read instructions carefully before conducting the
assay. Do not modify the procedure without prior
validation.

Do not use reagents beyond the expiry date.

Do not mix reagents between different lots, as
reagents have been calibrated for each batch.

Use disposable plasticware wherever possible. Re-
usable glassware should be washed thoroughly and
rinsed free of detergents before use.

Agglutination tests are sensitive to the effects of heat,
direct sunlight and vibration. Keep away from such
sources during test incubation periods.

Latex particles must be resuspended thoroughly
before use. In case of insufficiently resuspended
Latex reagent, reactions may be hard to read due to
latex button size.

A new pipette tip must be used for each pipetting
step.

Reseal caps on all reagents immediately after use.

Disposal

Kit reagents, samples and contaminated disposables
should be disposed of in accordance with the relevant

disposal

guidelines and regulations for infectious

materials.

Stability and storage

Store unopened at 2-8 °C in an upright position until
the expiry date shown on the pack label.

Once opened, the latex reagent and diluent should be
stored at 2-8 °C with the lids tightly closed and may
be used until the expiry date given on the label.

The positive control should be stored at 2-8 °C with
the lid tightly closed and may be used until the expiry
date indicated on the label.

Do not freeze any of the reagents.

Serum samples may be stored at 2-8°C for up to 72
hours prior to testing. If longer storage is required,
store at -20°C. Thawed samples must be mixed well
prior to testing.

Sample Material

c)
d)

Serum

The serum samples can be stored at
2-8 °C for up to 3 days. They should be aliquoted and
kept at -20 °C for longer storage.

8

The samples should not be frozen and thawed
repeatedly.

After thawing samples should be briefly vortexed
carefully before being used in the assay.

Lipemic, icteric, hemolytic, or bacterially

contaminated samples can cause false results (Lit. 12,
13, 14).

Test Procedure

B.

Allow the TOXOREAGENT components to equilibrate
to room temperature (15-25 °C) before use.

Sample preparation

Use fresh serum samples obtained after blood clot
removal by centrifugation. Serum samples may be
stored at 2-8 °C for up to 72 hours or frozen for long-
term storage.

Dilute all samples (except pos. control, see below) 1:8
by adding 50 pL of serum sample to a small tube and
then add 350 pL of diluent. Mix well before use. Heat
inactivation of specimens is not required prior to
testing.

Positive Control

The positive control is supplied ready to use.

C.
1.

Procedure

Gently shake the latex reagent to suspend the
particles. Avoid frothing.

Note: Make sure that all latex particles are thoroughly
resuspended before use (see warnings and
precautions).

Place 25 pL of diluent into wells 1-8 of row 1 of a rigid
U-shaped bottom microwell plate wusing a
micropipette. Repeat this operation for as many
serum samples that are to be tested. All wells of
column 9 are to be used as a control.

Dispense 25 pL of the reconstituted positive control
to well 1 of the first row then add 25 pL of 1:8 diluted
serum samples to well 1 of subsequent rows
according to a pre-planned template.

Mix the contents of all wells in column 1 by pipetting
up and down a few times and transfer 25 pL to the
corresponding wells of column 2.

Continue mixing and transferring 25 pL amounts as in
step 4 until you reach column 8. Finally mix and
discard 25 pL from all wells of column 8. This will
make a series of doubling dilutions from 1:16 in
column 1 to 1:2048 in column 8. See diagram below.

www.mast-group.com



Negative reaction. A small and

distinct circular sedimentation at W -
a 1 2 3 4 5 6 ’ 8 the centre. —J
b| 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 [1:1024(1:2048
c| 25 | 25 | 25 | 256 | 25 | 26 | 25 | 25 The titre is counted as the highest dilution of the test
d| 25 serum showing agglutination of 1+ or above.
o| = o5 The assay results can be considered as valid if the positive
- o5 control matches the criteria given in the QC document.
- | 25
- B 05 For human serum
- 25 1. An antibody titre (serum dilution factor) of 1:32 or
- 25 above indicates the presence of toxoplasma
- dis- antibodies. It is suggested that for all positive samples
card the patient should be monitored every 2 weeks to
; assess for antibody levels. A rising titre level or
Add 25 “.L latex reagent to all wells. maintenance of a high level indicates toxoplasmosis.
Mix contents of wells. 2. An antibody titre of 1:16 should be reported as
Leave tray at room temperature for at least 12 hours. positive but indicates the presence of a borderline
Read agglutination patterns. level of toxoplasma antibodies. The probability of

toxoplasmosis is low. Re-examination of the patient
may be required by taking further blood samples to
assess for a possible rise in titre value. If no rise in
antibody titre is observed in subsequent samples the

Key to Table
a — Well number.
b - Serum dilution.

¢ — pL diluent. patient may be considered to be negative to
d - pL of positive control or 1:8 diluted serum samples. toxoplasmosis.
e — Mix diluted serum + diluent and transfer. 3. Antibody titres of less than 1:16 may indicate the

absence of clinically significant levels toxoplasma
antibodies. In case of any doubt the test shall be
repeated using another method.

4. If anegative result is obtained from a pregnant woman
it is advisable to repeat the test during the period of
pregnancy to detect a possible seroconversion.

In case of doubt it is recommended to request another
serum sample and to consult the physician.

f — Add latex reagent to all wells.

6. Add 25 pL of latex reagent to all wells. Ensure that the
latex reagent is fully resuspended before use.

7. Mix the contents of the wells by gently tapping all four
sides of the plate or by using a plate shaker set on
high speed for at least 30 seconds.

8. Cover the plate to avoid evaporation and incubate at
room temperature (15-25 °C) for at least 12 hours, on
a horizontal surface, in an undisturbed position that is 1.

For pigs and cats
An antibody titre (serum dilution factor) of 1:64 or

above indicates

free from vibration and away from heat and direct

sunlight.

9. Read the wells for agglutination patterns.

Reading and interpretation of results

the presence of toxoplasma

antibodies.

2. It is suggested that for all positive samples further
samples should be taken and monitored every
2 weeks to assess for antibody levels.

3. An antibody titre of 1:32 indicates the presence of a

Read the agglutination patterns according to the following borderline level of toxoplasma antibodies. The
criteria: probability of toxoplasmosis is low. Re-examination
- of the animal by taking further blood samples may be
Result Pattern | Interpretation required to assess for a possible rise in titre value. If
Intense agglutination with outer a no rise in antibody titre is observed in subsequent
edge irregular and showing q.(:"hl' 3+ samples the animal may be considered to be negative
occasional tearing. to toxoplasmosis.
Agglutination spread throughout 4. An antibody titre of 1:16 or less indicates the absence
the well. EO] 2+ of clinically significant levels toxoplasma antibodies.
Agglutination is clearly present
but does not cover the complete | o: 1+ Limitations of use
surface of the well. « TOXOREAGENT detects IgG and IgM antibodies. The
Weak agglutination pattern assay cannot differentiate between the two immuno-
o 0,5+ globulin classes.

9
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o TOXOREAGENT is useful for the serological diagnosis
of toxoplasmosis. Human serum samples with titres
of 1:16 are counted as weak positive (borderline level
of toxoplasma antibodies) and should be retested
after approximately 2 weeks.

e When testing samples from immunocompromised,
congenitally infected or renal dialysis patients
serological test results should be considered along
with clinical history and other aspects of patient
management to be considered diagnostically
significant. It is advisable to confirm the patient’s anti-
toxoplasma status with an alternative test.

e False positive reactions have been noted in patient
samples positive for antinuclear antibodies,
cytomegalovirus IgM antibodies, or HBe antigens.
Results from any serological test should always be
considered along with the patient’s clinical symptoms
and history (Lit. 8, 9).

e FEach diagnostic assay may give false-positive or
false-negative results. In case of any doubt it is
advisable to confirm the patient’s anti-toxoplasma
status with an alternative test.

e Serum samples only should be used in this test.

e Samples showing visibly lipemic, hemolytic, icteric or
other contaminations should be avoided.

e Samples up to the following concentrations were
tested not showing any strange results, but
nevertheless they should not be used:

Haemoglobin: 560 mg/dL
Bilirubin: 24 mg/dL
Triglycerides: 1500 mg/dL

e Occasionally a prozone effect may be observed with
strongly positive sera. Please note that to prevent the
prozone effect all samples should be fully titrated out.
Screening is not recommended.

Performance characteristics

Sensitivity and Specificity

In a study of 147 human sera samples which were tested
semi-quantitatively, the sensitivity of TOXOREAGENT was
found to be 93.8 % and the specificity was found to be
971 %. Positive results taken as =1:32 for
TOXOREAGENT.

The analytical performance was calculated as follows:

Formula Value

Sensitivity (Sens) s 93.81%
(TP + FN)

Specificity (Spec) _ TN | 97.06%
(TN + FP)

Positive predictive value (PPV) P 99.07%
(TP + FP)

Negative predictive value (NPV) TN 82.50%
(TN + FN)

Efficiency (Eff) (TP +TN) 94.56%

total
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Positive likelihood ratio (LR+) (Sens) 31.98
(1 — Spec)
Negative likelihood ratio (LR-) | (1= Sens) 0.06
(Spec)

Assay comparison

In a study with 141-147 sera, sensitivity and specificity of
TOXOREAGENT is in line with performance data of
comparable assays:

TOXO- Toxoreagent MASTA-
REAGENT FLUOR™
(EIKEN / Mast TO)éi?éaeima
Group Ltd.)
(Mast
Diagnostica
GmbH)
Art.No. RST 701 631181
Sens 93.81% 95.58% 99.09%
Spec 97.06% 64.71% 83.87%
PPV 99.07% 90.00% 95.61%
NPV 82.50% 81.48% 96.30%
Eff 94.56% 88.44% 95.74%
LR+ 31.98 2.71 6.14
LR- 0.06 0.07 0.01

Positivity or negativity of samples used in the above
mentioned comparison were confirmed by enzyme
immunoassay technology (Lit. 10, 11).

Traceability - Quality control and reference material

It is recommended that quality control should be
performed with the positive control provided to verify that
the latex reagent is working correctly, and should be
repeated at regular intervals. The antibody titre of the
positive control is shown in the QC document supplied
with the kit. If the positive control result falls outside of this
range the test run should be considered invalid.

Also periodically check that latex reagents give correct re-
sults with known reference serum samples. Check for
signs of deterioration. Do not use reagents if they are
contaminated or cloudy.

Control materials used in the kit were tested against
International Standards:

NIBSC 01/600: 1:2048
TOXM: 1:2048
NIBSC 09/B588: 1:1024

Assay Precision

When positive control titration (serial dilution 1:16 to
1:2048) was tested 10 times from different lots according
to the test procedure, all results were found to be within
+1 titer level.
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High dose hook effect (= prozone effect)

Occasionally a prozone effect may be observed with
strongly positive sera. To prevent the prozone effect, all
samples should be titrated according to kit instruction.
Screening is not recommended (see also Limitations of
use).

Measuring range

The positive control and samples were titrated (1:16-
1:32768) to evalute agglutination pattern (negative to 3+).
lllustrative pictures can be found in section Reading and
interpretation of results.

Cut-off

The cut-off (= 1:32) was defined on a panel consisting of
147 positive and negative sera samples corresponding to
the mentioned sensitivity and specificity.

Availability of the summary of safety and
performance (Art. 29, IVDR)

The report will be available in the EUDAMED database
(as soon as the module is available).
(https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home).

The SSP report will be provided on request.

Reporting serious incidents

All serious incidents that have occurred in connection with
the device must be reported to the manufacturer and the
competent authority of the Member State in which the
user and / or patient is established.

References and Change History

You can find the references and the Change History at the
end of the instruction for use.

11
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TOXOREAGENT

Test d’agglutination pour la détection des anticorps
anti- 7Toxoplasma gondii dans le sérum

Objectif visé

Test d'agglutination semi-quantitatif (titrable) pour la
détection d'anticorps dirigés contre Toxoplasma gondii
dans le sérum humain comme aide au diagnostic de
I'immunité contre la toxoplasmose (présence d'anticorps
spécifiques).

Le test est adapté a une utilisation manuelle et est destiné
a un usage professionnel de diagnostic in vitro
uniquement. Tous les résultats des tests de laboratoire
doivent étre interprétés en conjonction avec les autres
données cliniques. Le jugement clinique et d'autres tests
doivent également étre pris en compte.

Noter que le marquage CE de ce produit concerne les
échantillons humains et non pas les échantillons animaux.

Remarque importante pour I'usage du kit

Tout changement pertinent de la notice d’utilisation (NU)
du kit implique un changement de numéro de version
indiqué en bas sur la derniére page de la NU. Toutes les
modifications apportées sont indiquées dans une feuille
supplémentaire accompagnant la NU pour une période de
trois mois a compter de la date de changement de
version. Veillez a ce que la derniére version de la NU soit
utilisée avant d’effectuer le test.

Principe du test

Le kit Toxoréactif Mast est un test d'agglutination basé
sur des particules de latex. Celles-ci sont enrobées et
stabilisées avec un antigéne Toxoplasma gondii (souche
RH) traité par ultrasons. Le réactif en latex est disponible
sous forme de composant réactif liquide dans le kit prét a
I'emploi. Le diluant de I'échantillon est utilisé pour la
dilution des échantillons ou du controle positif. Le
contrdle positif montre la réactivité du test. Le titre final a
obtenir doit étre tiré du document CQ spécifique au lot.
Le test est réalisé dans des plaques de microtitration a
fond en U, qui ne font pas partie du kit. Le résultat du test
est un motif d'agglutination qui est interprété visuellement
ou par des programmes d'évaluation correspondants
controlés par le lecteur. La présence d'anticorps dirigés
contre les antigénes de Toxoplasma gondii entraine
I'agglutination des particules de latex. Cette réaction
positive dépend de la concentration d'anticorps dans
I'échantillon de sérum. En cas de réaction négative, les
particules sédimentent en bouton au fond du puits de
microtitration. La force de la réaction des anticorps est
déterminée par un titrage en série. En partant d'une
dilution de sérum de 1:8, I'échantillon est titré sur 7 autres
puits. La réaction d'agglutination finale de cet échantillon
donne le titre. Le pas de titrage maximal a atteindre dans
ce titrage est un pas de dilution de 1:2048.
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Composition

1. Particules de latex

1 x 12 mL, prét a I'emploi, contient des particules de
latex de polystyréne enrobées d'antigéne inactivé de
Toxoplasma gondii, contient du Proclin (< 0,005%),
irritant pour la peau (voir avertissements)

2. Contrdle positif

1 x 0. 5 mLprét a I'emploi, contient du sérum humain
avec des anticorps anti-Toxoplasmagondii, contient
du Proclin (< 0,005%), voir la concentration du titre
sur le document QC, potentiellement infectieux et
irritant pour la peau (voir avertissements).

3. Diluant

1 x50 mL, contient du Proclin (< 0,005%), irritant
pour la peau (voir avertissements)

Autres abréviations

1. Prét a I‘emploi

Matériels nécessaires mais non fournis

Equipements et consommables standards de micro-
biologie tels que des micropipettes, des petits tubes de
dilution et des microplaques rigides a fond en U.

Avertissements

1. Se conformer aux directives générales de santé et de
sécurité pour le travail avec des matériaux
potentiellement infectieux. Porter des vétements de
protection appropriés et utiliser les installations de
laboratoire appropriées.

2. Ne pas contaminer les réactifs et ne pas intervertir les
bouchons des flacons. Ne pas utiliser de réactifs
contaminés. Ne pas utiliser de réactifs dont le flacon
ou I'emballage est endommagé. Utiliser une pipette
ou des embouts de pipette distincts pour chaque
échantillon et chaque réactif.

3. Observer les précautions approuvées contre les
risques biologiques et les techniques aseptiques lors
de la manipulation d'échantillons d'origine humaine.

4. Ne pas utiliser d'échantillons hémolysés, lipémiques
ou ictériques (Lit. 12, 13, 14).

5. Le contrdle a été testé pour les anticorps du VIH, du
VHC et de I'HBsAg et s'est avéré négatif. Toutefois, il
doit étre traité comme du matériel potentiellement
infectieux et susceptible de transmettre des maladies.
Aucune garantie n'est donnée quant a l'absence
d'infection ou de contamination microbienne dans les
échantillons.

6. Certains composants du kit contiennent des éléments
d'origine bovine (par exemple, de I'albumine sérique
bovine). Etant donné que le risque d'infection (par
exemple, prions ou agents pathogénes zoonotiques)
apres ingestion, inhalation ou embrocation des
réactifs ne peut étre totalement exclu, il est conseillé
de manipuler les réactifs avec précaution.

7. ProClin est utilisé comme conservateur. ProClin peut
provoquer une irritation cutanée. En cas de contact
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avec la peau, les zones touchées doivent étre lavées
soigneusement a I'eau et au savon.

Le test est basé sur des particules de latex. Le latex
peut provoquer des réactions allergiques cutanées.
Porter des gants, des blouses, des lunettes de
protection, etc. pour réduire le risque de contact.

La présence d'anticorps anti-latex dans I'échantillon
du patient peut conduire a des résultats faussement
positifs. Les patients ayant une allergie connue au
latex doivent étre testés avec des méthodes
différentes et tous les résultats doivent étre
interprétés en méme temps que les observations
cliniques.

Précautions

1.

8.

Lire attentivement les instructions avant d'effectuer le
test. Ne pas modifier la procédure sans validation
préalable.

Ne pas utiliser les réactifs au-dela de la date de
péremption.

Ne pas mélanger les réactifs entre différents lots, car
les réactifs ont été calibrés pour chaque lot.

Dans la mesure du possible, utiliser de la vaisselle en
plastique jetable. La verrerie réutilisable doit étre lavée
soigneusement et rincée sans détergent avant d'étre
utilisée.

Les tests d'agglutination sont sensibles aux effets de
la chaleur, de la lumiére directe du soleil et des
vibrations. Tenir a I'écart de ces sources pendant les
périodes d'incubation des tests.

Les particules de latex doivent étre remises en
suspension avant utilisation. Si le réactif Latex n'est
pas suffisamment remis en suspension, les réactions
peuvent étre difficiles a lire en raison de la taille des
boutons de latex.

Une nouvelle pointe de pipette doit étre utilisée pour
chaque étape du pipetage.

Refermer les bouchons de tous les
immédiatement aprés utilisation.

réactifs

Elimination

Les réactifs du kit, les échantillons et les produits jetables
contaminés doivent étre éliminés conformément aux
directives et réglementations relatives a I'élimination des
matiéres infectieuses.

Stabilité et stockage

Conserver le produit non ouvert a 2-8 °C en position
verticale jusqu'a la date de péremption indiquée sur
I'étiquette de I'emballage.

Une fois ouverts, le réactif latex et le diluant doivent
étre conservés a 2-8 °C avec les couvercles bien
fermés et peuvent étre utilisés jusqu'a la date de
péremption indiquée sur I'étiquette.

Le contrble positif doit &tre conservé a 2-8 °C avec le
couvercle bien fermé et peut étre utilisé jusqu'a la
date de péremption indiquée sur I'étiquette.

Ne pas congeler les réactifs.

Les échantillons de sérum peuvent étre conservés a
2-8 °C jusqu'a 72 heures avant le test. Si une
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conservation plus longue est nécessaire, conservez-
les & -20°C. Les échantillons décongelés doivent étre
bien mélangés avant le test.

Echantillons de matériaux

a)
b)

Serum

Les échantillons de sérum ou de plasma peuvent étre
conservés pendant 3 jours a 2-8 °C. lIs doivent étre
conservés a -20 °C pour des durées plus longues.

Les échantillons ne doivent pas étre congelés et
décongelés de fagon répétée.

Aprés décongélation, les échantillons doivent étre
agités au vortex rapidement et avec soin avant
d’effectuer lancer le test.

Les échantillons  hyperlipidiques, ictériques,
hémolysés ou contaminés peuvent donner des
résultats faussement négatifs ou positifs (Lit. 12, 13,
14).

Test Procédure

Laissez les composants du TOXOREAGENT s'équilibrer a
température ambiante (15-25 °C) avant de les utiliser.

A

1.

B.

Préparation des échantillons.

Utiliser des sérums frais obtenus par centrifugation de
sang coagulé. Les sérums doivent étre stockés
a 2-8 °C pendant 72 heures au maximum ou congeler
a -20 °C pour un stockage prolongé.

Diluer tous les échantillons (sauf le contrble
postérieur, voir ci-dessous) 1:8 en ajoutant 50 pL
d'échantillon de sérum dans un petit tube, puis 350
ML de diluant. Bien mélanger avant I'utilisation.
L'inactivation thermique des échantillons n'est pas
nécessaire avant le test.

Préparation du contréle positif

Le contrble positif est fourni prét a I'emploi.

C.

1.

Procédure

Homogénéiser les particules de latex en les agitant
tout en évitant la formation de bulles.

Remarque: Assurez-vous que toutes les particules de
latex sont complétement remises en suspension
avant utilisation.

Déposer 25 pL de diluant dans les puits n°1 a 8 de la
rangée n°1 d'une microplaque a fond en U.

Répéter cette opération pour chaque sérum a tester.

Tous les puits de la colonne n°9 doivent étre utilisés
comme contréle

Pipetter 25 pL de diluant dans chacun des puits 1 a 8
(rangée 1) d'une plaque de microtitration a fond en U
a l'aide d'une micropipette. Répéter cette procédure
pour chaque échantillon de sérum a tester. Tous les
puits de la colonne 9 doivent étre utilisés comme
controle.
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4. Mélanger le contenu de tous les puits de la colonne 1 Lecture et interprétation des résultats
en les pipetant de haut en bas a plusieurs reprises.

Pipetter ensuite 25 uL de ce mélange dans les puits Lire les profils d'agglutination selon les critéres suivants:

correspondants de la colonne 2. Résultat Profil | Interprétation
5. antlnuer jusqu'a la colonne 8 comme |.nd|que au Agglutination intense avec
point 4 et transférer 25 pL de chaque puits dans le bords irréguliers montrant des 'l.@l' 34
puits suivant. Enfin, éliminer 25 pL des puits de la ruptures occasionnelles. it
colonne 8. Il en résulte des dilutions de 1:16 dans la
colonne 1 & 1:2048 dans la colonne 8, comme décrit Agglutination uniforme dans IC:.| o4
dans le diagramme ci-dessous. tous les puits. [,
6. Ajouter 25 yL particules de latex dans tous les puits. Agglutination nette mais recou-
Vérifiez que le latex est bien homogéne avant vrant partiellement le puits. '0 1+
utilisation.
Mélanger le contenu du puits en agitant la Faible agglutination 0.5+
microplaque en tapotant les quatre c6tés ou a l'aide ’
d un agitateur pour mlcroplaques réglé sur vitesse Reaction négative. Petit point
rapide pendant au moins 30 secondes. de sédimentation au centre du E) )
al 1 | 2 | 3| 4|5 |6 | 7|8 puits.
b| 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 {1:1024(1:2048
Le titre correspond a la plus haute dilution montrant une
c| 25 25 25 25 25 25 25 25 agglutination significative de 1+ au plus.
d| 25 Les résultats du test sont considéré comme valide si le
e| = 25 contréle positif est dans les limites fournies dans le
- o5 certificat de Contréle de Qualité.
g 25
= | 25 05 Sérologie humaine
-
- 5 1. Le titre d'anticorps (facteur de dilution du sérum) de
- o5 1:32 ou plus indique la présence en anticorps anti-
-l toxoplasme. |l est conseillé de contrbler les
o échantillons positifs au bout de deux semaines afin de
: : : vérifier les titres d'anticorps. Une notation significative
f | Ajouter 25 pL de particules de latex dans tous les puits. du titre ou un maintien de titre élevé indique la
Bien mélanger. présence d'une toxoplasmose. Pour le diagnostic de
Incuber a température ambiante au moins 12 heures. Ig to?(pplgsmose ophtalmique un titre méme faible est
significatif.
Lire les profils d'agglutination. 2. Un titre de 1:16 doit étre rapporté comme positif mais

indique la présence d'anticorps anti-toxoplasme a un
niveau douteux. La probabilité de toxoplasmose est
faible. Réexaminer le patient peut s’avérer nécessaire
pour un nouveau prélévement sanguin pour vérifier
dilution du sérum. l'augmentation possible du titre. Si aucune
pL diluant. augmentation de titre n'est observée, les échantillons
du patient peuvent étre considérés comme négatifs
pour la toxoplasmose.

3. Un titre inférieur a 1:16 indique I'absence de titre
significatif pour la toxoplasmose.

4. En cas de résultat négatif chez la femme enceinte, il
est préférable de répéter le test durant la période de
grossesse pour  détecter une  éventuelle
séroconversion.

En cas de doute, il est recommandé de demander un
autre échantillon de sérum et de consulter le médecin
traitant

Légende du tableau
a — numéro du puits.
b

c
d - pL de contrdle positif ou de sérum dilué au 1:8

e — Mélanger le sérum dilué dans le diluant puis
transférer.

f — Ajouter le réactif latex dans tous les puits

8. Recouvrir la plaque afin d'éviter toute évaporation et
incuber a température ambiante (15-25°C) pendant au
moins 12 heures, sur une surface horizontale, a I'abri
des vibrations, de source de chaleur et de la lumiere
directe.

9. Lire les puits pour les profils d'agglutination.
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Sérologie chez les cochons et les chats

1. Un titre en anticorps (facteur de dilution du sérum) de
1:64 ou plus indique la présence d'anticorps anti-
toxoplasme.

2. Les échantillons positifs doivent étre contrélés toutes
les deux semaines pour leur titre d'anticorps.

3. Un titre de 1:32 indique la présence de titre douteux
en anticorps anti-toxoplasme. La probabilité d'une
toxoplasmose est faible. Un nouvel examen de
I'animal avec une prise de sang supplémentaire peut
étre effectué pour vérifier I'augmentation possible du
titre en anticorps.

Si aucune augmentation de titre n'est observée, les
échantillons animaux doivent étre considérés comme
négatifs pour la toxoplasmose.

4. Un titre d'anticorps inférieur ou égal a 1:16 indique
I'absence d’un titre cliniquement significatif.

Limites d'utilisation

e TOXOREAGENT détecte les anticorps IgG et IgM. Le
test ne peut différencier les 2 classes d’anticorps.

e TOXOREAGENT est un test utile pour le diagnostic
sérologique de la toxoplasmose. Les échantillons de
sérum humain de titre 1:16 sont considérés comme
faiblement positifs ou douteux, et doivent étre a
nouveau testés aprés deux semaines environ.

e La sérologie d’échantillons de patients
immunodéprimés, infectés congénitalement ou en
dialyse rénale, doit étre pris en compte avec les
antécédents cliniques et autres aspects pour étre
considéré comme significative. Il est conseillé de
confirmer le statut anti-toxoplasme du patient avec un
autre test.

¢ Des réactions faussement positives ont été observées
dans les échantillons de patients positifs en anticorps
antinucléaires, en IgM cytomégalovirus ou en
antigénes HBs et HBe. Les résultats de la sérologie
doivent toujours étre observés en fonction des
symptémes et antécédents cliniques du patient (Lit.
8,9).

e Chaque test de diagnostic peut donner des résultats
faussement positifs ou faussement négatifs. En cas
de doutes sur le résultat du test, il est conseillé de
confirmer le statut anti-toxoplasme du patient avec un
autre test.

e Seuls les sérums peuvent étre utilisés avec ce test.
Les échantillons de plasma peuvent donner des
résultats faussement positifs.

e |Les échantillons fortement lipidiques, hémolytiques
ou contaminés doivent étre éliminés.

e Les échantillons jusqu’aux concentrations suivantes
ont été testés et ne montrent aucun résultat étrange.
lIs ne doivent néanmoins pas étre utilisés:

Hémoglobine: 560 mg/dL
Bilirubine: 24 mg/dL
Triglycérides: 1500 mg/dL

e Un effet de zone peut étre observé occasionnellement

avec des sérums fortement positifs. Tous les

échantillons doivent étre titrés. Le dépistage n'est pas
recommandeé.

Caractéristiques de performance

Sensibilité et spécificité

Dans une étude portant sur 147 échantillons de sérum
humain qui ont été testés de maniere semi-quantitative, la
sensibilité de TOXOREAGENT s'est avérée étre de 93,8 %
et la spécificité de 97,1 %. Les résultats positifs ont été
considérés comme = 1:32 pour TOXOREAGENT.

La performance analytique a été calculée comme suit :

Formules Valeur

Sensitivité (Sens) re 93.81%
(TP + FN)
Spécificité (Spec) TN 97.06%
(TN + FP)
Valeur prédictive positive (PPV) rp 99.07%
(TP + FP)
TN
Valeur prédictive négative (NPV) TNTFN 82.50%
Efficacité (Eff) (TP+TN) | 94.56%
total
Rapport de vraisemblance| _(5ens) 31.98
positif (LR+) (1 — Spec)
Rapport de vraisemblance| (1=5¢ns) 0.06
négatif (LR-) (Spec)

Comparaison des tests

Dans une étude portant sur 141-147 sérums, la sensibilité
et la spécificité de TOXOREAGENT sont conformes aux
données de performance de tests comparables:

TOXO- Toxoreagent MASTA-
REAGENT FLUOR™
(EIKEN / Mast TO)é?:[:éaéSnma
Group Ltd.)
(Mast
Diagnostica
GmbH)
Art.No. RST 701 631181
Sens 93.81% 95.58% 99.09%
Spec 97.06% 64.71% 83.87%
PPV 99.07% 90.00% 95.61%
NPV 82.50% 81.48% 96.30%
Eff 94.56% 88.44% 95.74%
LR+ 31.98 2.71 6.14
LR- 0.06 0.07 0.01

La positivité ou la négativité des échantillons utilisés dans
la comparaison mentionnée ci-dessus ont été confirmées
par la technologie des tests immunoenzymatiques
(Lit. 10, 11).
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Tragabilité - Controle de qualité et matériau de
référence

Il est recommandé d'effectuer un contrdle de qualité avec
le contrble positif fourni pour vérifier que le réactif latex
fonctionne correctement, et de le répéter a intervalles
réguliers. Le titre d'anticorps du contréle positif est
indiqué dans le document de contrble de qualité fourni
avec le kit. Si le résultat du contrdle positif se situe en
dehors de cette plage, le test doit étre considéré comme
invalide.

Vérifiez également périodiquement que les réactifs en
latex donnent des résultats corrects avec des échantillons
de sérum de référence connus. Vérifiez I'absence de
signes de détérioration. Ne pas utiliser les réactifs s'ils
sont contaminés ou troubles.

Les matériaux de contrdle utilisés dans le kit ont été testés
par rapport aux normes internationales :

NIBSC 01/600 : 1:2048
TOXM : 1:2048
NIBSC 09/B588 : 1:1024

Précision du test

Lorsque le titrage du contrdle positif (dilution en série de
1:16 a 1:2048) a été testé 10 fois a partir de différents lots
selon la procédure de test, tous les résultats se sont
révélés étre a +1 niveau de titre.

Effet prozone (High dose hook effect)

Occasionnellement, un effet prozone peut étre observé
avec des sérums fortement positifs. Pour éviter |'effet
prozone, tous les échantillons doivent é&tre titrés
conformément aux instructions du kit. Le dépistage n'est
pas recommandé (voir aussi Limites d'utilisation).

Plage de mesure

Le contrble positif et les échantillons ont été titrés (1:16-
1:32768) pour évaluer le schéma d'agglutination (négatif a
3+4). Des illustrations sont disponibles dans la section
Lecture et interprétation des résultats.

Cut-off

Le seuil (= 1:32) a été défini sur un panel composé de 147
échantillons de sérums positifs et négatifs correspondant
a la sensibilité et a la spécificité mentionnées.

Disponibilité du résumé de la sécurité et des
performances (Art. 29, IVDR)

Le rapport sera disponible dans la base de données
EUDAMED (dés que le module sera disponible).
(https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home).

Le rapport SSP sera fourni sur demande.
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Déclaration des incidents graves

Tous les incidents graves survenus en rapport avec le
dispositif doivent étre signalés au fabricant et a I'autorité
compétente de I'Etat membre dans lequel I'utilisateur
et/ou le patient est établi.

Références et historique des modifications

Vous trouverez les références et ['historique des
modifications a la fin du mode d'emploi.
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