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ENGLISH C€ 0483

1. INTRODUCTION

Toxoplasma gondii is a small intracellular parasithose live cycle has a sexual and an asexualepl@exual development is
restricted to the intestinal cells of (probablylesovely) cats; the oocysts formed are excreteddaradto their resistant cell walls they
may be infectious under advantageous circumstédnces least 1 year. Animals and man are interntediasts for the

asexual proliferation of T. gondii: the ingestedgsites will proliferate explosively within the Ha=lls lysing them eventually. They
disseminate throughout the body via circulation Bntphatic system and though may infect any celetyin muscle and brain cells
cysts are formed which are spheroidal and abo@®gin in diameter. Cysts are virtually immortathe intermediate host.
Toxoplasma gondii is the most common parasite imdns, but its abundance (7-80%) is highly dependerthe geographic area,
the socio-economic status and the nutritional ecastdnfection only rarely causes toxoplasmosis @suhlly clinical symptoms are
absent, but may produce severe problems in immyposssed persons and fetus. Because only a prinfaggion during pregnancy
may be dangerous and even fatal for the unbormpfibleability of congenital infection is about 50%je recent onset of an infection
must be excluded. In pregnant women in over 98%asks, the absence of IgM excludes the possilofitsecent infection. In
newborns the very presence of anti-toxoplasma Iglguifficient to confirm a congenital toxoplasmosisice maternal IgM, unlike
IgG, does not cross the placental barrier. Bugaiicant number of infected infants do not devetigiectable IgM levels and thus
are false negative. In immunosuppressed patiextsplasmosis causes severe complications mostlyebgtivation of an earlier
latent infection.

Species Disease Symptoms Mechanism of infection
Toxoplasma| Toxoplasmosis Acquired Toxoplasmosis: Direct: oocysts (cats): ingestion by food including
gondi lymphadenopathy, retinochorioditis water, which is contaminated by feces of cats or

contaminated soil.
Congenital Toxoplasmosis:
hydrocephalus and microcephaly,| Indirect: Ingestion of cysts by eating raw or
intracranial calcifications, insufficiently cooked meat, esp. pork

chronical chorioretinitis

Congenital infection of the fetus

Infection may be identified by
. PCR
Ll Indirect immunofluorescence (IIF)
. Serology: Detection of antibody production by ELISA

2. INTENDED USE

The NovaTec Toxoplasma gondii IgG-ELISA is intendied the quantitativedetermination of IgG class antibodies against
Toxoplasma gondii in human serum or plasma (citrate

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The quantitative immunoenzymatic determination g&4class antibodies against Toxoplasma gondii setbaon the ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) technique.

Microtiter strip wells are precoated with inactiedtToxoplasma gondii antigens to bind correspondimipodies of the specimen.
After washing the wells to remove all unbound samphterial horseradish peroxidase (HRP) labellédhamman IgG conjugate is
added. This conjugate binds to the captured Tosomagondii specific antibodies. The immune comgtexmed by the bound
conjugate is visualized by adding Tetramethylbena2idTMB) substrate which gives a blue reactiordpia.

The intensity of this product is proportional t@tamount of Toxoplasma gondii specific IgG antilesdin the specimen. Sulphuric
acid is added to stop the reaction. This producgslaw endpoint colour. Absorbance at 450 nm &lrasing an ELISA microwell
plate reader.

4. MATERIALS

4.1. Reagents supplied

. Toxoplasma gondii Coated Wells (IgG)12 breakapart 8-well snap-off strips coated witkdpdasma gondii antigen; in
resealable aluminium foil.

. 1gG Sample Diluent***: 1 bottle containing 100 ml of buffer for sangtilution; pH 7.2 + 0.2, coloured yellow; readyuse;
white cap.

= Stop Solution: 1 bottle containing 15 ml sulphuric acid, 0.2lfnoeady to use; red cap.

. Washing Solution (20x conc.)*:1 bottle containing 50 ml of a 20-fold concentcabiffer for washing the wells; pH 7.2 £ 0.2;
white cap.

. Toxoplasma gondii anti-lgG conjugate**: 1 bottle containing 20 ml of peroxidase labelletilzodies to human IgG;
coloured blue; ready to use; black cap.

. TMB Substrate: 1 bottle containing 15 ml 3,3',5,5'-tetramethylddime (TMB); ready to use; yellow cap.



. Toxoplasma gondii IgG Standards***: 4 vials, each containing 2ml; coloured yellow; ngéaluse:

Standard A: 0 IU/ml; blue cap
Standard B: 50 IU/ml; green cap
Standard C: 100 IU/ml; yellow cap
Standard D: 200 IU/ml; red cap

* contains 0.1 % Bronidox L after dilution

** contains 0.2 % Bronidox L

ok contains 0.1 % Kathon

4.2. Materials supplied

L] 1 Strip holder

. 1 Cover foil

= 1 Test protocol

L] 1 distribution and identification plan

4.3. Materials and Equipment needed

. ELISA microwell plate reader, equipped for the meament of absorbance at 450/620nm
. Incubator 37°C

= Manual or automatic equipment for rinsing wells

= Pipettes to deliver volumes between 10 and 1000 pl
. Vortex tube mixer

= Deionised or (freshly) distilled water

= Disposable tubes

. Timer

5. STABILITY AND STORAGE

The reagents are stable up to the expiry datedstat¢he label when stored at 2...8 °C.
6. REAGENT PREPARATION

It is very important to bring all reagents, sampéesl standards to room temperature (20...25°C) beftading the
test run!

6.1. Coated Snap-off Strips

The ready to use breakapart snap-off strips aredasith inactivated Toxoplasma gondii antigensr&at 2...8°Clmmediately
after removal of strips, the remaining strips slibbé resealed in the aluminium foil along with tfesiccant supplied and stored at
2...8 °C; stability until expiry date.

6.2. Toxoplasma gondii anti-IgG Conjugate

The bottle contains 20 ml of a solution with antirian IgG horseradish peroxidase, buffer, stabflizereservatives and an inert blue
dye. The solution is ready to use. Store at 2...8f@r first opening stability until expiry date whetored at 2...8°C.

6.3. Standards

The vials labelled with Standard A, B, C and D eim& ready to use standard solution. The cond@ntraf the standards, calibrated
in accordance with the 3rd International Standdrti@ WHO, are:

Standard A: 0 [U/ml

Standard B: 50 1U/ml

Standard C: 100 1U/ml

Standard D: 200 1U/ml

The solutions have to be stored at 2...8°C andagoBt1% KathonAfter first opening stability until expiry date e stored at
2...8°C.

6.4. 1IgG Sample Diluent
The bottle contains 100 ml phosphate buffer, Stad8, preservatives and an inert yellow dye. itssd for the dilution of the patient
specimen. This ready to use solution has to bedtatr2... 8°CAfter first opening stability until expiry date e stored at 2...8°C.

6.5. Washing Solution (20xconc.)

The bottle contains 50 ml of a concentrated buffetergents, stabilizers and preservati@itute washing solution 1+19; e.g. 10 ml
washing solution + 190 ml fresh and germ free télid water. The diluted buffer is stable for Sydaat room temperatur€rystals
in the solution disappear by warming up to 37 °@iwater bath. After first opening the concentriatstable until the expiry date.

6.6. TMB Substrate Solution

The bottle contains 15 ml of a tetramethylbenzittigdrogen peroxide system. The reagent is readgéand has to be stored at
2...8°C, away from the lighT'he solution should be colourless or could havightsblue tinge. If the substrate turns into blite,
may have become contaminated and should be threxam After first opening stability until expiry date whstored at 2...8°C.



6.7. Stop Solution

The bottle contains 15 ml 0.2 M sulphuric acid siolu (R 36/38, S 26). This ready to use solutios teebe stored at 2 ... 8°C.
After first opening stability until expiry date.

7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Use human serum or plasma (citrate) samples withatssay. If the assay is performed within 5 ddter @ample collection, the
specimen should be kept at 2...8°C; otherwise #heyld be aliquoted and stored deep-frozen (-20Q8C). If samples are stored
frozen, mix thawed samples well before testitwgpid repeated freezing and thawing.

Heat inactivation of samples is not recommended.

7.1. Sample Dilution

Before assaying, all samples should be diluted @+4i¢h IgG Sample Diluent. Dispense 10ul sample &mil IgG Sample Diluent
into tubes to obtain a 1+100 dilution and thoroyghix with a Vortex.

For patients with expected concentrations grelhger Standard [R200 1U/ml) a second 1 + 1 dilution of this 1 + 1diuted patient
sample should be performed; e.g. 100 pl of firet@a dilution + 100 pl of IgG sample diluent (mixely. Dilution factor: 2

8. ASSAY PROCEDURE

8.1. Test Preparation

Please read the test protocol careftilgfore performing the assay. Result reliability dependsswict adherence to the test protocol
as described. The following test procedure is @alidated for manual procedure. If performing testton ELISA automatic systems
we recommend to increase the washing steps froee ttar five and the volume of washing solution fr8@®ul to 350ul to avoid
washing effects. Prior to commencing the assay,dtbeibution and identification plan for all spe@ns and controls should be
carefully established on the result sheet supjfi¢de kit. Select the required number of microtiteips or wells and insert them into
the holder.

Please allocate at least:

1 well (e.g. Al) for the substrate blank,
4 wells (e.g.B1,C1,etc.) for Standard A, Baril D.

It is recommended to determine patient samplesichte.

Perform all assay steps in the order given andowithny appreciable delays between the steps.
A clean, disposable tip should be used for dispeneach control and sample.

Adjust the incubator to 37° £ 1°C.

1. Dispense 100ul of each Standard (A, B, C and D) dihded samples into the respective wells. Leawd W1 for
substrate blank.

2. Cover wells with the foil supplied in the kit.
Incubate for 1 hour + 5 min at 37+1°C.

4. When incubation has been completed, remove thedsgirate the content off the wells and wash eeshthree times
with 300u! of washing solution. Avoid overflows frothe reaction wells. The soak time between eadhwscle should
be >5 sec. At the end carefully remove remainingifby tapping strips on tissue paper prior toribet step!

Note: Washing is critical! Insufficient washing vdts in poor precision and falsely elevated absod®values.
Dispense 100ul Toxoplasma anti-lgG Conjugate ititovells except for the blank well (e.g. Al). Coweith foil.
Incubate for 30 min at room temperature(20 to 25°C).Do not expose to direct sunlight.

Repeat step 4.

Dispense 100u| TMB Substrate Solution into all ell

Incubate for exactly 15 min at room temperature (2@o 25°C) in the dark.

10. Dispense 100pul Stop Solution into all wells in Haene order and at the same rate as for the TMBu@tdSolution.
Any blue colour developed during the incubatioms into yellow.

Note: Highly positive patient samples can causek gaecipitates of the chromogen! These precip#atave an
influence when reading the optical density. Prehlu of the sample - as described under 7.1. Saljblgion
- is recommended.

11. Measure the absorbance of the specimen at 450/6@hin 30 min after addition of the Stop Solution.

© ® NG



8.2. Measurement
Adjust the ELISA Microwell Plate Reader to zerongsthe substrate blank in well AL.

If - due to technical reasons - the ELISA readenntet be adjusted to zero using the substrate blankell Al, subtract the
absorbance value of well A1 from all other absordxamalues measured in order to obtain reliable Hssu

Measure the absorbance of all wells at 450 nm acord the absorbance values for each control atiehpaample in the distribution
and identification plan.

Dual wavelength reading using 620 nm as referermeslength is recommended.
Where applicable calculate the mean absorbancewaluall duplicates.

9. RESULTS

9.1. Assay validation criteria
In order for an assay to be considered valid, dlieviing criteria must be met:

. Substrat-Blank in Al: Absorbance 0.100
. Standard A in B1: Absorbance 0.200
Standard B in C1: Absorbance 0.300
Standard C in D1: Absorbance 0.500
. Standard D in E1: Absorbance> 1.000

Standard A < Standard B < Standard C < Standard D
If these criteria are not met, the test is notdvalid must be repeated.

9.2. Calculation of Results

In order to obtaimuantitative results in IU/ml plot the (mean) absorbance values of the 4 StaadgrB, C and D on (linear/linear)
graph paper in a system of coordinates against tleefesponding concentrations (0, 50, 100 and IRd®l) and draw a standard
calibration curve (absorbance values on the véniexis, concentrations on the horizontal x-axis).

Read results from this standard curve employinditiean) absorbance values of each patient spe@ntenontrol.

Note: In consequence of calibrating the Toxoplagimradii IgG standards according to the “3rd Intetienal Standard
Preparation” of the WHO, different results will lodtained in direct comparison to those achievethsaising standards
calibrated in accordance with the “2nd InternatadrStandard Preparation®.

NOTE: Readings of additionally (1+1) diluted patiesamples must be multiplied by the appropriatetitih factor in order to
obtain correct results! (Dilution: 1+1 = Dilutiondctor: 2). (See chapter “Sample Dilution, 7.1.").

All suitable computer programs available can teusr automated result reading and calculatior. folowing mathematical
functions can be used: Linear regression or RoiRbint calculation of the standard curve.

9.3. Typical Calibration Curve
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For the calculation of the standard-curve 3 difiemathematical functions can be used:
. Linear Regression

. Point to Point

= Cubic spline

9.4. Interpretation of Results

Normal value ranges for this ELISA should be essaleld by each laboratory based on its own patieptifations in the geographical
areas serviced.

The following values should be considered as adjime!:

Reactive > 35 U/ml
Grey zone (equivocal): 30 - 35 IU/ml
Non reactive: <30 IU/ml



10. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

10.1. Precision

Intraassay n Mean value CV (%)
Standard B 6 0.978 5.7
Standard C 6 1.647 5.3
Standard D 6 2.496 6.2
Interassay n Mean value CV (%)
Standard B 4 0.752 7.1
Standard C 4 1.26 10.1
Standard D 4 1.98 6.3

10.2. Diagnostic Specificity

The diagnostic specificity is defined as the pralitsitof the assay of scoring negative in the aleseof the specific analyte.

It is 98.2%.

10.3. Diagnostic Sensitivity

The diagnostic sensitivity is defined as the prdiigtof the assay of scoring positive in the pmese of the specific analyte.

It is 96.6%.

10.4. Analytical Sensitivity

The analytical sensitivity — defined as the appiacencentration of the analyte that can be disistged from the zero calibrator —is
1.0 IU/ml.

10.5. Interferences

Interferences with hemolytic, lipemic or ictericr@eare not observed up to a concentration of 10mihbémoglobin, 30 mg/ml
triglycerides and 10 mg/ml bilirubin.

Note: The results refer to the groups of samples invattiy these are not guaranteed specifications

11. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Bacterial contamination or repeated freeze-thaviesyof the specimen may affect the absorbance saldiagnosis of an infectious
disease should not be established on the basisinfke test result. A precise diagnosis shoulé tato consideration clinical history,
symptomatology as well as serological data.

In immunocompromized patients and newborns sercdbgiata only have restricted value.

12. PRECAUTIONS AND WARNINGS

L] In compliance with article 1 paragraph 2b Europdaactive 98/79/EC the use of the in vitro diagiostedical devices is
intended by the manufacturer to secure suitabifigrformances and safety of the product. Theretfoeetest procedure, the
information, the precautions and warnings in therirctions for use have to be strictly followed eTise of the testkits with
analyzers and similar equipment has to be validategt change in design, composition and test proeeds well as for any
use in combination with other products not approwedhe manufacturer is not authorized; the usershlf is responsible for
such changes. The manufacturer is not liable fsefeesults and incidents for these reasons. Theifaeturer is not liable for
any results by visual analysis of the patient sasipl

. Only for in-vitro diagnostic use.

. All components of human origin used for the prothrcbf these reagents have been tested for antigdtibodies, anti-HCV

antibodies and HBsAg and have been found to beeactive Nevertheless, all materials should still be rdgdrand handled

as potentially infectious.

Do not interchange reagents or strips of diffegntuction lots.

No reagents of other manufacturers should be used avith reagents of this test kit.

Do not use reagents after expiry date stated ofabie.

Use only clean pipette tips, dispensers, and lak.wa

Do not interchange screw caps of reagent vialséiecross-contamination.

Close reagent vials tightly immediately after us@void evaporation and microbial contamination.

After first opening and subsequent storage chenlugate and control vials for microbial contaminatprior to further use.

To avoid cross-contamination and falsely elevagstilts pipette patient samples and dispense cdejugtnout splashing

accuratelyto the bottom of wells.

= The NovaLisa™ ELISA is only designed for qualifigersonnel who are familiar with good laboratorygpice.

WARNING: In the used concentration Bronidox L trasdly any toxicological risk upon contact withrskend mucous
membranes!

WARNING: Sulphuric acid irritates eyes and skiregg out of the reach of children. Upon contact Witheyes, rinse
thoroughly with water and consult a doctor!




12.1. Disposal Considerations

Residues of chemicals and preparations are gepeisidered as hazardous waste. The disposaisokitid of waste is regulated
through national and regional laws and regulati@mntact your local authorities or waste managernentpanies which will give
advice on how to dispose hazardous waste.

13. ORDERING INFORMATION

Prod. No.: TOXG0460 Toxoplasma gondii IgG-ELIS¥6 Determinations)



DEUTSCH C€ 0483

1. EINLEITUNG

Toxoplasma gondii ist ein ubiquitdrer Gewebeparasit Sdugetieren. Es handelt sich um intrazelluRegasiten, in deren
Lebenszyklus eine sexuelle und eine asexuelle Piatseschieden werden kann. Hauptwirt des Erregerdie Katze (sexuelle
Vermehrung), Nebenwirt der Mensch (asexuelle Vered)). Man kennt weltweit Uber 200 Vogel- und Sdiegarten, die als
Zwischenwirte auftreten kdnnen. Zysten mit ungesttitlichen Vermehrungsstadien kénnen generalisietien Organen auftreten.
In der Darmwand der Katze kann zuséatzlich eine lgeshtliche Vermehrung stattfinden. Infizierte Kertizscheiden Oozysten in
groR3er Zahl mit dem Stuhl aus. Diese sind gegen elteimflisse auRerordentlich resistent und kdnakrejang tuberleben.

Die Infektion erfolgt durch orale Aufnahme von Zsmstin ungeniigend gekochtem Fleisch oder durch du#fieahme von Oozysten
aus Katzenkot.

Nach Aufnahme der Oozysten werden je 8 bogenforrSigerozoiten freigesetzt, die die Darmwand perretieZellen des RES
befallen und sich dort in 16-32 Tochterzellen teilEndo- oder Tachyzoiten). Diese befallen weitédeperzellen, was zu Schaden
an Herz, Skelettmuskulatur, ZNS, Leber, Plazenta féhrt. Mit dem Einsetzen der Immunantwort wilié Vermehrung der Erreger
unterbunden, die nunmehr Brady- oder Zystozoitenaget werden. Diese leben noch jahrelang im Gewebiter, wo sie
Pseudozysten bilden, die den Wirt nicht schadigber dennoch infektids sind. Eine endogene Reekting ist bei Schadigung des
Immunsystems (z.B. HIV, Medikamente) noch nachelamdglich.

Toxoplasma gondii ist weit verbreitet. Die Durchdeung der Bevolkerung nimmt mit dem Alter zu unkight in der Altersgruppe
der 60-65 Jahrigen etwa 70%. Die Pravalenz isk stahéngig von der geographischen Region, des@amomischen Status sowie
von den Erndhrungsgewohnheiten. In der Regel Werladie postnatal erworbene Toxoplasma Infektion ehn
Krankheitserscheinungen, ansonsten manifestiersisie hauptséchlich als Lymphknoten-Toxoplasmosgziért sich eine Mutter
wahrend der Schwangerschaft erstmalig mit Toxopéesrkonnen die Erreger auf den Fotus Ubergehersievsich dann nahezu
ungebremst vermehren kénnen. Da nur die Erstirdiektidhrend der Schwangerschaft fur den Fotus sehir@gen nach sich zieht,
sollten beginnende Infektionen ausgeschlossen wetddiber 98% der Falle schliet das Fehlen vd-Agtikdrpern eine aktuelle
Erstinfektion bei der Schwangeren aus. Beim Neuggetam ist der Nachweis kleinster Mengen IgM-Antjéir ausreichend zur
Bestatigung einer kongenitalen Toxoplasmose, daemtidhes IgM, im Gegensatz zu IgG, die Plazentasdte nicht passiert. Es
besteht jedoch die Mdglichkeit, dass das Neugelokaine nachweisbaren Antikdrperspiegel entwickeld so falsch negativ
reagiert.

Spezies Ubertragungsweg Symptome Komplikationen grimatik
Toxoplasma | orale Aufnahme der Erreger | in der Regel keine, nur selten Lymph- Erstinfektion
gondi adenopathie, Fieber, Myalgien in der PCR
direkte Aufnahme der Schwangerschaft
Oozysten (Katze) nach transplazentarer Infektion: —>kongenitale Immun-
indirekte Auf- Hydro- u. Mikrozephalus, Chorioretinitis, Infektion des fluoreszenz
nahme von Zysten intrakranielle Verkalkungen Fotus
aus ungentgend gekochtem
Fleisch Reaktivierung Serologie
(HIV)
Nachweis:
. PCR
= Indirekte Immunfluoreszenz

L] Serologie: Antikdrpernachweis mittels ELISA

IgG-Antikorper sind serologische Marker einer pstisrenden Infektiomit T. gondii, die Prasenz von IgM-Antikdrpern tietuauf
eine_akute Infektiomin.

2. VERWENDUNGSZWECK

Der NovaTec Toxoplasma gondii IgG-ELISA ist fir dguantitativen Nachweis spezifischer IgG-AntikérgEgen Toxoplasma
gondii in humanem Serum oder Plasma (Citrat) bestim

3. TESTPRINZIP

Die quantitative immunenzymatische Bestimmung vpezgischem IgG gegen Toxoplasma gondii beruhtdeufELISA (Enzyme-

linked Immunosorbent Assay)-Technik.

Mikrotiterstreifen als solide Phase sind beschichitgt inaktiviertem Toxoplasma gondii Antigenen. Mandene spezifische
Antikdrper in der Probe binden an die immobiliseriAntigene der Mikrotiterplatte. Meerrettich-Padase (HRP) -konjugierte anti-
human-lgG Antikdrper binden an Antigen-Antikdrpemolexe in positiven Proben. Die entstandenen Imroomtexe werden durch
Blaufarbung nach Inkubation mit Tetramethylbenzi@iB)-Substratidsung nachgewiesen. Stoppen deyreatischen Reaktion
mit Schwefelsaure fihrt zu einem Farbumschlag vian lzu gelb, der einfach nachgewiesen und mit eiEtn$A-Reader bei

450nm gemessen werden kann.



4. MATERIALIEN

4.1. Mitgelieferte Reagenzien

= Toxoplasma gondii beschichtete Mikrotiterstreifen [gG): 12 teilbare 8er-Streifen, beschichtet mit Toxoplasgondii
Antigenen; in wieder verschlieSbarem Aluminiumbéute

= IgG-Probenverdiinnungspuffer***: 1 Flasche mit 100 ml Puffer zur Probenverdinnung; %2 + 0.2; gelb gefarbt;
gebrauchsfertig; weil3e Verschlusskappe,

= Stopplésung:1 Flasche mit 15 ml Schwefelsaure, 0.2mol/l, gethafertig; rote Verschlusskappe.

= Waschlésung (20x konz.)*:1 Flasche mit 50 ml eines 20-fach konzentrierterffelPai zum Waschen der Kavitéten;
pH 7.2 £ 0.2; weil3e Verschlusskappe.

= Toxoplasma gondii anti-lgG-Konjugat**: 1 Flasche mit 20 ml Peroxidase-konjugierten Anfilgin gegen humanes IgG;
blau gefarbt; gebrauchsfertig. schwarze Verschiygsé;

. TMB-Substratldsung: 1 Flasche mit 15 ml 3,3",5,5 -Tetramethylbenzi@iMB); gebrauchsfertig; gelbe Verschlusskappe.
. Toxoplasma gondii IgG Standards***: 4 Flaschchen, je 2 ml, gebrauchsfertig,:

Standard A: 0 IU/ml; blaue Verschlusskappe
Standard B: 50 IU/ml; griine Verschlusskappe
Standard C: 100 IU/ml; gelbe Verschlusskappe
Standard D: 200 IU/ml; rote Verschlusskappe

* enthélt 0.1 % Bronidox L nach Verdinnung

* enthalt 0.2 % Bronidox L
** enthdlt 0.1 % Kathon

4.2. Mitgeliefertes Zubehor

1 selbstklebende Abdeckfolie
1 Rahmenhalter

1 Arbeitsanleitung

1 Ergebnisblatt

4.3. Erforderliche Materialien und Gerate

. Photometer mit Filtern 450/620 nm

= Feuchtkammer/Brutschrank mit Thermostat

= Manuelle oder automatische Waschvorrichtung

L] Mikropipetten mit Einmalspitzen (10, 100, 200, 1Qdp
= Vortex-Mischer

= Plastikrohrchen fur den einmaligen Gebrauch

. Réhrchen-Stéander

= Aqua dest.

= Timer

5. STABILITAT UND LAGERUNG

Testkit bei 2...8°C lagern. Die Reagenzien nicldhnden angegebenen Verfallsdaten verwenden. Difalselaten sind jeweils auf
den Flaschenetiketten und auf dem AuRenetikettgeigms.

6. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Alle Reagenzien, Proben und Kontrollen sind voeibferwendung auf Raumtemperatur(20...25°C) zu brnihge

6.1. Beschichtete Streifen

Die abbrechbaren Streifen sind mit inaktiviertenxdasma gondii Antigen beschichtet. Die gebrawmtisfen Vertiefungen sind
bei 2...8°C aufzubewahrenNichtverbrauchte Vertiefungen im Aluminiumbeutegdammen mit dem Trockenmittel sofort wieder
verschlieBen und bei 2...8°C lagern. Haltbarkest bhim angegebenen Verfallsdatum.

6.2. Toxoplasma gondii anti-IgG Konjugat

Das Flaschchen enthélt 20 ml einer Losung vonfamian IgG-Meerrettichperoxidase, Puffer, Stabitisa, Konservierungsmittel
und einen inerten blauen Farbstoff. Die gebrauctigéeLdsung ist bei 2...8°C aufzubewahrbiach dem ersten Offnen haltbar bis
zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8°C).



6.3. Standards

Die Flaschchen mit Nullstandard A und Standard€ Bnd D enthalten 2.0 ml gebrauchsfertige Standanaig.

Die Konzentrationen der Standards, nach dem 3Standard der WHO von 1994 standardisiert, sind:

Standard A: 0 IU/ml

Standard B: 50 IU/ml

Standard C: 100 1U/ml

Standard D: 200 IU/ml

Die gebrauchsfertigen Lésungen sind bei 2...8°C dadwahren und enthalten 0.1% Kathdtach dem ersten Offnen haltbar bis
zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8°C).

6.4. IgG-Probenverdinnungspuffer

Die Flasche enthalt 100 ml Phosphatpuffer, Statidi®n, Konservierungsmittel und einen inerten @eld-arbstoff. Die
gebrauchsfertige Losung ist bei 2...8°C aufzubeemhbie Losung wird fur die Verdinnung der ProbielgesetztNach dem ersten
Offnen haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatwen2h.8°C).

6.5. Waschlésung (20x konz.)

Die Flasche enthalt 50 ml konzentrierten PufferteBgenzien und Konservierungsmittel. Der Inhaltdwéuf einen Liter mit Aqua
dest. verdinnt (1+19). Der verdunnte Puffer istReimtemperatur 5 Tage haltbar. Die Waschl6sund) zim Waschen der Streifen
eingesetztSollte eine Kristallisation im Konzentrat auftretedie Waschlésung auf 37°C erwarmen und vor dend(veren gut
mischen. Nach dem ersten Offnen, Konzentrat halilsazum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8°C).

6.6. TMB-Substratlésung

Das Flaschchen enthélt 15 ml eines Tetramethyldemn¥Vasserstoffperoxidgemisches. Die gebrauchgieitidsung ist bei 2...8°C
vor Licht geschutzt aufzubewahrBie Losung ist leicht hellblau. Sollte die TMB-Suiatiosung dunkelblau sein, ist sie kontaminiert
und kann nicht im Test verwendet werden. Nach dstereOffnen haltbar bis zum Verfallsdatum bei gacbchter Lagerung von
2...8°C.

6.7. Stoppldsung

Das Flaschchen enthalt 15 ml 0,2 M SchwefelsauBs/#8, S26). Die gebrauchsfertige Losung ist b&i @-aufzubewahrermlach
dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebenenli¢deftum (bei 2...8°C).

7. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Es sollten humanes Serum oder Plasma (Citrat) veletewerden. Werden die Bestimmungen innerhalb &¥ofagen nach
Blutentnahme durchgefiihrt, kénnen die Proben heé8°Z aufbewahrt werden, sonst tiefgefrieren (-720°C). Wiederaufgetaute
Proben vor dem Verdiinnen gut schitt¥lfiederholtes Tiefgefrieren und Auftauen vermeiden

Hitzeinaktivierung der Proben wird nicht empfohlen.

7.1. Probenverdinnung

Proben vor Testbeginn im Verhaltnis 1+100 mit Ig@kdenverdinnungspuffer verdinnen, z.B. 10ul Probé & ml IgG-

Probenverdinnungspuffer in die entsprechenden Réhrpipettieren, um eine Verdiinnung von 1+100 halen; gut mischen
(Vortex).

Proben mit erwarteten Antikonzentration oberhallr #®nzentration von Standard D (200 IU/ml) sollterach der oben
beschriebenen Verdinnung 1+1 weiter verdinnt werdem. 100ul der ersten Probenverdinnung + 100pG- Ig
Probenverdinnungspuffer (Verdiinnungsfaktor: 2).

8. TESTDURCHFUHRUNG

8.1. Testvorbereitung

Gebrauchsinformatiowor Durchfuihrung des Tests sorgfaltig lesen. Fur dieezlassigkeit der Ergebnisse ist es notwendig, die
Arbeitsanleitung genau zu befolgen. Die folgendstdigrchfiihrung ist fir die manuelle Methode validiBeim Arbeiten mit ELISA
Automaten empfehlen wir, um Wascheffekte auszus@bl, die Zahl der Waschschritte von drei auf fimd das Volumen der
Waschlésung von 300 pl auf 350 pul zu erhdhen. \&stleginn auf dem mitgelieferten Ergebnisblatt\tketeilung bzw. Position
der Patientenproben und Standards auf den Mikrstiiéfen genau festlegen. Die bendtigte Anzahl von Mikrositesifen
(Kavitaten) in den Streifenhalter einsetzen.

Hierbei mindestens

1 Vertiefung (z.B. Al) fir den Substratleerwdtank),

4 Vertiefungen (z.B. B1,C1, etc) fur die Standakd8, C und D.

Prinzipien der Qualitatssicherung in der Laboratarismedizin erfordern zur héheren Sicherheit fin&ads und Patientenproben
mindestens Doppelbestimmungen.

Den Test in der angegebenen Reihenfolge und ohre§erung durchfiihren.

Fur jeden Pipettierschritt der Standards und Prebebere Einmalspitzen verwenden.

Den Brutschrank auf 37 + 1°C einstellen.
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1. Je 100 pl Standard A, B, C und D und vorverdinnédé&h in die entsprechenden Vertiefungen pipettievertiefung Al
ist fir den Substratleerwert vorgesehen.

2. Die Streifen mit der mitgelieferten Abdeckfolie leeten.
3. 1 h+5min bei 37°C inkubieren.

Am Ende der Inkubationszeit Abdeckfolie entfernemd wdie Inkubationsflissigkeit aus den Teststreifdrsaugen.
AnschlieRend dreimal mit 300ul Waschpuffer wascHgberflieRen von Fliissigkeit aus den Vertiefungenmeiden.
Intervall zwischen Waschen und Absaugen sollte gstehs 5 sec betragen. Nach dem Waschen die @dstsmmit den
Offnungen nach unten kurz auf Fliesspapier ausklopim die restliche Fliissigkeit zu entfernen.

Beachte:Der Waschvorgang ist wichtig, da unzureichendesdien zu schlechter Prézision und falsch erhéhten
Messergebnissen flhrt!

5. 100ul Toxoplasma gondii anti-lgG Konjugat in alertiefungen, mit Ausnahme der fiir die Berechnueg deerwertes
vorgesehenen, pipettieren. Mit Folie abdecken.

30 min bei Raumtemperatur (20...25°C) inkubierenNicht dem direkten Sonnenlicht aussetzen
Waschvorgang gemaf Punkt 4 wiederholen.

100ul TMB-Substratlésung in alle Vertiefungen pifggen.

Genau 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur (20...2%C) inkubieren.

10. In alle Vertiefungen 100ul Stopplosung in der dieic Reihenfolge und mit den gleichen ZeitintervaNee bei der
TMB-Substratldsung Zugabe pipettier&ahrend der Inkubation gebildete blaue Farbe sghi gelb um.

Hinweis: Hochpositive Patientenproben koénnen schwarzlichgézipitate des Chromogens verursachen! Diese
Prazipitate beeinflussen die Messwerte. Es wird fehien, die Patientenprobe wie unter 7.1. bescleneb
weiter zu verdiinnen und den Test zu wiederholen.

11. Die Extinktion der Lésung in jeder Vertiefung b&04620 nm innerhalb von 30 min nach Zugabe der@#spng messen

© ©® N

8.2. Messung
Mit Hilfe des Substratleerwertes (Blarik)A1 denNullabgleich des Mikrotiterplatten-Photometers (ELISA-Reademhehmen.

Falls diese Eichung aus technischen Grunden nictiiglich ist, muss nach der Messung der Extinktiensder Position Al von
allen anderen Extinktionswerten abgezogen werdeneinwandfreie Ergebnisse zu erzielen!

Extinktion aller Kavitéaten be#50 nmmessen und die Messwerte der vier Standards wigefin das Ergebnisblatt eintragen.
Eine bichromatischeMessung mit der Referenzwellenlédnge 620nird empfohlen.
Falls Doppel- oder Mehrfachbestimmungen durchgéfitarden, demMittelwert der Extinktionswerte berechnen.

9. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

9.1. Testguiltigkeitskriterien
Der Test wurde richtig durchgefiihrt, wenn er folde Kriterien erfillt:

. Substrat-Leerwert in Al: Extinktion< 0.100
. Standard A in B1: Extinktion< 0.200
Standard B in C1: Extinktion> 0.300
Standard C in D1: Extinktion> 0.500
. Standard D in E1: Extinktion> 1.000

Standard A < Standard B < Standard C < Standard D
Sind diese Kriterien nicht erfullt, ist der Tesflangltig und muss wiederholt werden.

9.2. Messwertberechnung

Um quantitative Ergebnisse in IU/ml zu erhalten, die Extinktionswerte der vier Staddak, B, C, und D gegen ihre entsprechende
Konzentration (0, 50, 100, 200 1U/ml) auftragen wide Standardkurve erstellen (Extinktionswerte @erf vertikalen y-Achse;
Konzentrationen auf der horizontalen x-Achse).

Anhand dieser Standardkurve Ergebnisse die geteitt&xtinktionswerte der jeweiligen Patientenprobblesen.

BemerkungErgebnisse zusatzlich (z.B. 1+1) verdinnter Profméissen mit dem entsprechenden Verdunnungsfaktipliniert
werden! (Verdiinnung 1+1; Veandiingsfaktor: 2)

Im Handel erhéltliche Auswertungsprogramme ermadgiic eine automatische Erstellung der Standardkunek Kalkulation der
Ergebnisse. Zur Berechnung der Standardkurve kodiegineare Regression bzw. Punkt zu Punkt Funktiogewahlt werden.
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9.2.1 Typische Standardkurve
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9.3. Interpretation der Ergebnisse

Normwert-Bereiche fur diesen ELISA sollten, basiereauf dem entsprechenden Patientenkollektiv imejéyen Einzugsgebiet,
individuell von jedem Labor erstellt werden.
Folgende Angaben gelten als Richtlinien:

Reaktiv: >35 [U/ml
Grauzone: 30-35 IU/ml
Nicht-reaktiv: <30 IU/ml

10. TESTMERKMALE

10.1. Prazision

Intraassay n Mittelwert VK (%)
Standard B 6 0.978 5.7
Standard C 6 1.647 5.3
Standard D 6 2.496 6.2
Interassay n Mittelwert VK (%)
Standard B 4 0.752 7.1
Standard C 4 1.26 10.1
Standard D 4 1.98 6.3

10.2. Diagnostische Spezifitat

Die diagnostische Spezifitat ist definiert als dihrscheinlichkeit des Tests, ein negatives Ergebri Fehlen des spezifischen
Analyten zu liefern. Sie betragt 98.2 %.

10.3. Diagnostische Sensitivitat

Die diagnostische Sensitivitat ist definiert al® divahrscheinlichkeit des Tests, ein positives Ergelbei Vorhandensein des
spezifischen Analyten zu liefern. Sie betragt 96.6

10.4. Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitat des Tests ist deftréds die kleinste Konzentration, die vom Nullstartunterschieden werden kann.
Sie betragt 1.0 IU/ml.

10.5. Interferenzen

Hamolytische,. lipdmische und ikterische Proberaleeg bis zu einer Konzentration von 10 mg/ml fimidglobin, von 30 mg/ml
Triglyceride und von 10 mg/ml fir Bilirubin keinaterferenzen im vorliegenden ELISA.

| Hinweis: Die Ergebnisse beziehen sich auf die sotrten Probenkollektive; es handelt sich nichigamantierte Spezifikationen.
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11. GRENZEN DES VERFAHRENS

Kontamination der Proben durch Bakterien oder wiedlées Einfrieren und Auftauen kénnen zu eineravelerung der Messwerte
fuhren.

Die Diagnose einer Infektionskrankheit darf niclieia auf der Basis des Ergebnisses einer Bestingnmgestellt werden. Die
anamnestischen Daten sowie die SymptomatologiePdésnten missen zusatzlich zu den serologischgebRissen in Betracht
gezogen werden.

Bei Immunsupprimierten und Neugeborenen besitzerEdjebnisse der serologischen Tests nur eineetuggn Wert.

Der Test wurde mit EDTA- und Citrat- Plasma evaluieicht mit Heparin-Plasma.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

. Gemal Art. 1 Abs. 2b der EU-Richtlinie 98/79/EGtldgr Hersteller die Zweckbestimmung von In-vitr@fnostika fest, um
deren Eignung, Leistung und Sicherheit sicherzigstel Daher sind die Testdurchfihrung, die Inforomti die
SicherheitsmaBnahmen und Warnhinweise in der Gebsanweisung strikt zu befolgen. Bei Anwendung Testkits auf
Diagnostika-Geraten ist die Testmethode zu vakdierJede Anderung am Aussehen, der Zusammensetmohgder
Testdurchfihrung sowie jede Verwendung in Komboratnit anderen Produkten, die der Hersteller niahtorisiert hat, ist
nicht zulassig; der Anwender ist fir solche Andgem selbst verantwortlich. Der Hersteller haftetfilsche Ergebnisse und
Vorkommnisse aus solchen Griinden nicht. Auch fiscfee Ergebnisse aufgrund von visueller Auswertwing keine Haftung
Ubernommen.

. Nur fir in-vitro-Diagnostik.

L] Alle verwendeten Bestandteile menschlichen Urspsusigd auf Anti-HIV-AK, Anti-HCV-AK und HBsSAG nichteaktiv

getestet. Dennoch sind alle Materialien als pogditifektios anzusehen und entsprechend zu belande

Reagenzien und Mikrotiterplatten unterschiedlidBeargen nicht untereinander austauschen.

Keine Reagenzien anderer Hersteller zusammen miRéagenzien dieses Testkits verwenden.

Nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden.

Nur saubere Pipettenspitzen, Dispenser und Laberiatén verwenden.

Verschlusskappen der einzelnen Reagenzien nichtainander vertauschen.

Flaschen sofort nach Gebrauch fest verschlieRen/emtunstung und mikrobielle Kontamination zu veitea.

Nach dem ersten Offnen Konjugat- und Standardfiztsai vor weiterem Gebrauch auf mikrobielle Kontaation priifen.

Zur Vermeidung von Kreuzkontamination und falschofiten Resultaten Patientenproben und Konjugatfédteggin die

Kavitéten pipettieren.

. Der NovaLisa™ ELISA ist nur fur die Anwendung durféachpersonal vorgesehen, welches die Arbeitsteehr@ginwandfrei

beherrscht.
WARNUNG: Bronidox L zeigt in der verwendeten Konzentratimihezu keine toxikologischen Risiken an Haut bzw.
Schleimhaut.
WARNUNG: Schwefelséure reizt Augen und Haut! Nach Berihmitglen Augen grundlich mit Wasser spiilen undreine
Arzt aufsuchen.

12.1. Entsorgungshinweise

Chemikalien und Zubereitungen sind in der Regeld8mabfalle. Deren Beseitigung unterliegt den metien abfallrechtlichen
Gesetzen und Verordnungen. Die zustandige Behifdemiert Giber die Entsorgung von Sonderabfallen.

13. BESTELLINFORMATIONEN

Produktnummer: TOXG0460 Toxoplasma gondii IgG$A (96 Bestimmungen)

13



FRANCAIS C€ 0483

1. INTRODUCTION

Toxoplasma gondii est un petit parasite intracaitel dont le cycle de vie comprend une phase exeteune phase asexuelle. Le
développement sexuel est limité (probablement skadment) aux cellules intestinales des chats péeystes ainsi formés sont
excrétés et en raison de leurs membranes cellsilaésistantes ils peuvent étre infectieux pendanmains 1 an dans des
circonstances avantageuses. Les animaux et I'hasomteles hotes intermédiaires pour la prolifératmexuelle de Toxoplasma
gondii. : apres l'ingestion, les parasites proéférénormément dans les cellules hétes et finigsnles lyser. lls disséminent dans
tout le corps par voie de circulation et du systéyngphatique et peuvent cependant infecter n'ingpqttel autre type de cellules.
Des kystes en forme sphéroidale d’environ 5-100jendidmeétre se développent dans les cellules deslesust du cerveau. Les
kystes sont pratiguement immortels dans I'héterinéeliaire.

Toxoplasma gondii est le parasite le plus commuez dhomme, mais son abondance (7-80%) dépendnfertede la région
géographique, du statut socio-économique et detumms alimentaires. L'infection ne cause que ramértee toxoplasmose et
d’habitude, il n'y a pas de symptdémes cliniquesamN@éoins, I'infection peut produire de graves prot#8 chez les personnes
immunosupprimées et les foetus. Puisque seulementinfection primaire pendant la grossesse peut ddreggereuse et méme
mortelle pour le feetus (la probabilité d’'une infentcongénitale est d’environ 50%), le début réckmne infection doit étre exclu.
Dans les femmes enceintes, dans plus de 98% dkatagnce d'IgM exclut la possibilité d'infecti@tente. Dans les nouveaux- nés,
rien que la présence d'anti-toxoplasme IgM estisarffe pour confirmer une toxoplasmose congénitede, igM maternel,
contrairement a I'lgG, ne franchit pas la barripl@centaire. Cependant, un nombre significatif derrissons infectés ne développe
pas des niveaux discernables d'lgM et se montse fanx négatif. La toxoplasmose cause de gravesplications dans les patients
immunosupprimeés, souvent provoquées par la résictived'une infection latente.

Espece La maladie| Symptomes Mécanisme de Fiafec

Toxoplasma | Toxoplasmose Toxoplasmose aquise : Direct : oocystes (chats) : ingestion par la nourei, y

gondii lymphadénopathie, retinochorioditiscompris I'eau souillée par des selles de chatspiesol
souillé.

Toxoplasmose congénitale :
Hydrocéphalie et microcéphalie, | Indirect : Ingestion de kystes par la viande crue o
calcifications intra-craniennes, insuffisamment cuite, surtout la viande de porc

choriorétinite chronique

Infection congénitale du foetus

L'infection peut étre identifiée par
= PCR
] Immunofluorescence indirecte
Sérologie : Détection de la production d'anticqpas ELISA

2. UTILISATION PREVUE

L'ELISA d'lgG Toxoplasma gondii de NovaTec est préour la détermination quantitative des anticdgss contre Toxoplasma
gondii en sérum humain ou plasma (citrate).

3. PRINCIPE DE L'ANALYSE

La détermination immunoenzymatique quantitative algscorps IgG contre Toxoplasma gondii est basédastechnique d'ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Des puits dans les bandes du plaque microtitre smduverts d’antigénes de Toxoplasma gondii pdtacher les anticorps
correspondants du spécimen. Apres le lavage dés gyant pour but d’enlever I'échantillon détadrenti-humain 1gG conjugué a
HRP (horseradish peroxidase) est ajouté. Ce coéjstattache aux anticorps spécifiques pour Toxomagondii. Le complexe
immun constitué par le conjugué attaché est viséan ajoutant le substrat de Tetramethylbenzi@iB) qui donne un produit de
réaction bleu. L'intensité de ce produit est proponelle & la quantité d'anticorps IgG spécifigpesir Toxoplasma gondii dans le
spécimen. De l'acid sulfurique est ajouté pourtarr@ réaction. Ceci produit une couleur jaunabsbrbance a 450 nm est lue en
utilisant un lecteur plaque microtitre (microweldte reader) d'ELISA.

4. MATERIAUX

4.1. Réactifs fournis

= Puits recouverts de Toxoplasma gondii (IgG) 12 bandes cassables contenant 8 puits recouvétegydnes de Toxoplasma
gondii; en sachets d'aluminium refermables.

. Diluant de I'échantillon IgG *** : 1 bouteille contenant 100 ml d'amortissewup la dilution de I'échantillon ; pH 7.2+ 0.2 ;
coloré jaune ; prét a utiliser ; couvercle blanc.

. Solution D'Arrét : 1 bouteille contenant 15 ml d'acide sulfuriqu, fol/l ; prét a utiliser ; couvercle rouge.

. Solution de lavage (20x concentré.) *1 bouteille contenant 50 ml d'un amortisseur 28-émincentré (pH 7.2 + 0.2) pour
laver les puits ; couvercle blanc.
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. Conjugué anti-lgG Toxoplasma gondii ** : 1 bouteille contenant 20 ml d'anticorps de lapinjegués a peroxydase contre
I'lgG humain ; coloré bleue, prét & utiliser ; ceudle noir.
. Solution de substrat de TMB :1 bouteille contenant 15 ml 3,3',5,5'-tetramethyiti@ine (TMB) ; prét a utiliser ; couvercle

jaune.
L] Toxoplasma gondii IgG Standards ***: 4 bouteilles, chacune contenant 2 ml, colorégapnét a utiliser.
Standard A: O IU/ml ; couvercle bleu
Standard B: 50 IU/ml ; couvercle vert
Standard C: 100 IU/ml ; couvercle jaune
Standard D: 200 IU/ml ; couvercle rouge
* contient 0.1 % de Bronidox L apres dilution
ki contient 0.2 % de Bronidox L
Fokk contient 0.1 % de Kathon

4.2. Matériaux fournis

L] 1 support de bande

= 1 couverture autocollante

L] 1 protocole d'essai

L] 1 plan de distribution et d'identification

4.3. Matériaux et équipement requis

L] lecteur plague microtitre (microwell plate read#BLISA, équipé pour le mesurage de I'absorbarts0620nm
. Incubateur 37°C

. Equipement manuel ou automatique pour rincer lis pu
L] Pipettes pour usage entre le 10 et 1000 pl

. Mélangeur Vortex

L] Eau désionisée ou (fraichement) distillée

L] Tubes jetables

. Chronometre

5. STABILITE ET STOCKAGE

Les réactifs sont stables jusqu'a la date d'écledadmuée sur I'étiquette une fois stockés a 2C. 8°

6. PREPARATION DE REACTIF

Il est trés important que tous les réactifs, échiamis et contrbles soient a la température deikcp (20... 25°C)
avant de commencer l'analyse!

6.1. Bandes recouvertes cassables

Les bandes cassables sont recouvertes d'antigefiexagplasma gondii et sont prét a utiliser. Conee 2... 8°C. fres avoir
détaché des bandes, les bandes restantes deviaigrnte suite étre refermées dans le sachet d'alumiavec le desiccant fourni et
étre conservées a 2... 8°C; stable jusqu'a la d@ehdance. Apres premier usage stable jusqu'ate déchéance une fois stocké a
2...8°C.

6.2. Conjugué anti-lgG Toxoplasma gondii

La bouteille contient 20ml d'une solution avec depkroxydase de raifort anti-humaine-lgG, I'amsetis, les stabilisateurs, les
préservatifs et un colorant bleue inerte. La solutist prét a utiliser. Conserver a 2... 8A@rés premier usage stable jusqu'a la date
d'échéance une fois stocké a 2... 8°C.

6.3. Standards

Les fioles marquées avec standard A, B, C et Diemmént une solution standard prét a utiliser. bacentration des standards,
calibrée selon le 3. standard international de I)Mst :

Standard A : 0 IU/ml
Standard B : 50 IU/ml
Standard C : 100 IU/ml
Standard D : 200 IU/ml

Les solutions contiennent 0.1% Kathon et doiverg gtockée a 2... 8°@prés premier usage stable jusqu'a la date d'écteame
fois stocké a 2...8°C
6.4. Diluant de I'échantillon 1gG

La bouteille contient 100ml d’'un amortisseur de gpfate, des stabilisateurs, des préservatifs epblonant jaune inerte. Elle est
employée pour la dilution de I'échantillon du patieCette solution prét a utiliser doit étre stoek2... 8°C.Aprés premier usage
stable jusqu'a la date d'échéance une fois stocké.8°C
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6.5. Solution de lavage (20x conc.)

Le flacon contient 50 ml d'un tampon concentré, digiergents, des stabilisants et des conservai@ilusr la solution de lavage au
1/20°™; par exemple 10 ml de la solution de lavage +m®d’eau bidistillée récente et non contamirléetampon dilué est stable
pendant cing jours si conservé a +2...+8°@.e tampon concentré reste stable jusqu’a la dat@éemption s'il est conservé a
+2...+8°C. Les cristaux dans la solution disparaigsem chauffant & 37°C dans un bain marie.

6.6. Solution de substrat de TMB

La bouteille contient 15ml d'un systéme de peroxdeléetramethylbenzidine/hydrogen. Le réactif eét a utiliser et doit étre stocké
a 2... 8°C, loin de la lumiérd.a solution devrait étre sans couleur ou avoir liagere teinte bleue. Si le substrat se transforme e
bleu, il a pu étre contaminé et devrait étre remepl Aprés premier usage stable jusqu'a la date d'écteame fois stocké a 2...
8°C.

6.7. Solution d’arrét

La bouteille contient 15ml d’une solution acidefsrifiue de 0.2 M (R 36/38, S 26). Cette solutionpeét a utiliser et doit étre stocké
a 2... 8°C Aprés premier usage stable jusqu'a la date d'écteame fois stocké a 2... 8°C.

7. COLLECTION ET PREPARATION DES SPECIMENS

Utilisez des échantillons de sérum humain ou pla&iteate) pour cette analyse. Si l'analyse est@ée dans un délai de 5 jours
aprés la collection de I'échantillon, le spécimenrdit é&tre maintenu & 2... 8°C ; autrement ils dewntaétre aliquotés et conservés
surgelés (-20 & -70°C). Si les échantillons sonsen/és congelés, mélangez les échantillons déésngien avant |'analysEvitez
congélation et décongélation répétée.

L’ inactivation par la chaleur des échantillonsst’pas recommandée.

7.1. Dilution de I'’échantillon

Avant l'analyse, tous les échantillons devraierg éilués 1+100 avec le diluant de I'échantillolg

Diluer 10ul de I'échantillon avec 1ml du diluant Béchantillon IgG dans des tubes pour obtenir ditetion 1+100 et mélanger
celle-ci soigneusement par un Vortees standards sont préts a utiliser et ne doivesstétre diluées.

Pour des patients avec des concentrations prédusséfevées que standard D (200 1U/ml), une deusiglitution 1+1 de cet
échantillon dilué 1+100 devrait étre utilisée ; gxemple 100 pl de la premiére dilution d'échamnil+ 100 pl du diluant de
I'échantillon IgG (mélanger soigneusement). Factieudilution : 2

8. PROCEDE D'ANALYSE

8.1. Préparation d’analyse

Veuillez lire le protocole de I'analyse soigneusenagant d'exécuter I'analyse. La fiabilité des résultats dépe 'adhérence stricte
au protocole de l'analyse comme décrit. La teclendpidosage suivante a été validée uniquementupeuprocédure manuelle. Si le
dosage doit étre effectué sur un automate, nousedioms d’augmenter le nombre d’étapes de lavageais a cing et le volume de

la solution de lavage de 300 a 3fD Avant de commencer l'analyse, le plan de distiim et d'identification pour tous les

spécimens et controles devrait étre soigneusent&li ur la feuille de résultat fournie dans le Klhoisissez le nombre requis de
bandes ou de puits microtitres et insérez-les asspport.

Veuillez assigner au moins :
1 puits  (par exemple Al) pour le substrat blanc,
4 puits  (par exemple B1, C1, etc.) pour les staaslA, B, C et D.

C’est recommandé de déterminer les controles eidbantillons du patient deux fois, si nécessaire.
Exécutez toutes les étapes de I'analyse dansel'doimé et sans délai entre les étapes.

Une pointe de pipette propre et jetable devragt émployée pour aliquoter chaque contrdle et édtuant
Ajuster l'incubateur a 37° +1°C.

1. Pipettez 100ul de standard (A, B, C et D) et ldwmatllons dilués dans leurs puits respectifs. @ald puits A1 pour le
substrat blanc.

2. Couvrez les puits de couvertures autocollantes.

3. Incuber pour 1 heure + 5 minutes a 37+1°C.

4. Quand l'incubation a été accomplie, enlevez la edure, aspirez le contenu des puits et lavez @éhpqits trois fois avec
300ul de solution de lavage. Evitez les débordesndes puits de réaction. Le temps de trempage efague cycle de
lavage devrait étre > 5sec. A la fin, enlevez seigrement le fluide restant en tapant les bandedesupapiers en tissu
avant la prochaine étape !

Note : Le lavage est décisif ! Un lavage insuffispaut mener a une précision faible et a des valetiabsorbance
faussement élevées.

5. Pipettez 100ul du conjugué anti-IgG Toxoplasma gatahs tous les puits sauf le puits blanc (pamgde Al). Fermez

avec la couverture autocollante.

Incuber pendant 30 minutes a la température de laipce. Ne pas exposer a la lumiere du soleil directe.
Répétez I'étape numéro 4.

Pipetter 100ul de la solution de substrat de TMBsdaus les puits.

Incuber pendant exactement 15 minutes a la tempénate de la piece dans l'obscurité.

© XN
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10. Pipetter 100ul de la solution d'arrét dans toupléts dans le méme ordre et a la méme vitesse@quela solution de
substrat de TMB.
N'importe quelle couleur bleue développée pendimcubation se transforme en jaune.
Note : Des échantillons de patients fortement tfsspeuvent causer des précipités foncés du chyémm! Ces
précipités peuvent influencer les valeurs mesumesla densité optique. Il est recommandé de diluer
I'échantillon avec la solution physiologique de afire de sodium, par exemple 1+1. Ensuite diluer
I'échantillon 1+100 avec I'amortisseur et multiplies résultats en IU/ml par 2.
11. Mesurer I'absorption du spécimen a 450/620nm darmilai de 30 minutes aprés I'addition de la sofud'arrét.

8.2. Mesurage
Ajuster le lecteur plague microtitre (microwell {laeader) d'ELISAa zéroen utilisantle substrat blanc dans le puits Al

Si - pour raisons techniques - le lecteur d'ELISApeut pas étre ajusté a zéro en utilisant le sab&tlanc dans le puits Al,
soustraire la valeur d'absorption du puits Al detes les autres valeurs d’absorption mesuréesdidintenir des résultats fiables !

Mesurer l'absorption de tous les puit& 450 nmet enregistrer les valeurs d'absorption pour chaqoeble et échantillon de patient
dans le plan de distribution et d'identification.

Une lecture bichromatique de longueur d'onde engiio$20 nm comme longueur d'onde de référenceeestimmandée.
En cas de plusieurs mesurages, calcldsrvaleurs moyennes d'absorptiode tous les résultats.

9. RESULTATS

9.1. Critéres De Validité
Afin qu’une analyse soit considérée valide, legogs suivants doive étre respectés :

. Blanc Substrat dans Al : Valeur d’absorbane.100.
. Etalon A dans B1: Valeur d’absorbane®.200.
Etalon B dansCl: Valeur d'absorbarre®.300
Etalon C dans D1 : Valeur d’absorbane®.500
Etalon D dans E1: Valeur d’absorbarred.000

Etalon A < Etalon B < Etalon C < Etalon D
Lorsque ces critéres ne sont pas remplis, le test pas valide et doit é&tre recommencé.

9.2. Calcul des résultats

Afin d'obtenir degésultats quantitatifs en IU/ml, inscrire les valeurs (moyennes) d'absorptiorddgtmndards A, B, C et D sur

papier millimétré (linéaire/ linéaire) dans un gyse de coordonnées.

Inscrire les valeurs d’absorption sur I'axe vettgoat leurs concentrations correspondantes (A @®Dget 200 IU/ml ) sur I'axe

horizontale, et dessiner une courbe d'étalonnagelatd.

Lire les résultats de cette courbe standard esaritl les valeurs (moyennes) d'absorbance de clspgeénen patient et de chaque
standard.

NOTE : Vu ques les standards de Toxoplasma gog@iiont été calibrés selon la «préparation du trdise standard
international» de 'OMS, des résultats différenésatux en concordance avec le «deuxiéme standemhational» seront
obtenus.

NOTE : Les résultats des échantillons dilués umexame fois (1+1) doivent étre multipliés pardetéur de dilution approprié
afin d'obtenir des résultats corrects ! (dilutiod+1 = facteur de dilution : 2). (voir chapitre 7.% Dilution de
I'échantillon ».

Tous les programmes d'ordinateur appropriés peugeet employés pour la lecture et le calcul autaquas des résultats. Le

mathématique suivant des fonctions peuvent étrdogiégs : Régression linéaire ou point pour dirlgeralcul de la courbe standard.

9.3. Courbe d'Etalonnage Typique

1,200
113

oo

0,200

o 50 100 150 200 250
Wil

Pour le calcul de la courbe standard, 3 fonctidfiérdntes peuvent étre employées :
. Régression linéaire
L] Point a point

Spline cubique
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9.4. Interprétation des résultats

Des gammes normales de valeur pour cet ELISA dawaéire établies par chaque laboratoire basésurepres patients (des
variations géographiques peuvent se produire).

Les valeurs suivantes devraient étre considéréameadirectives :

Réactif > 35 IU/ml
Zone grise (équivoque) : 30 - 35 IU/ml
Non réactif : < 30 IU/ml

10. CARACTERISTIQUES D'EXECUTION

10.1. Précision

Intra-analyse n moyenne (E) cv (%)
Standard B 6 0.978 5.7
Standard C 6 1.647 5.3
Standard D 6 2.496 6.2
Inter-analyse n moyenne (E) cv (%)
Standard B 4 0.752 7.1
Standard C 4 1.26 10.1
Standard D 4 1.98 6.3

10.2. Spécificité diagnostique

La spécificité diagnostique est définie comme labpbilité d’obtenir d'un résultat négatif en I'abse d'un analyte spécifique. Elle
est 98.2 %.

10.3. Sensibilité diagnostique

La sensibilité diagnostique est définie comme labpbilité d’obtenir d’un résultat positif en préserd'un analyte spécifique. .Elle
est 96.6 %.

10.4. Sensibilité analytique

La Sensibilité analytique — définie comme concdittneapparente de I'analyte qui peut étre distimgdié calibreur zéro —est 1.0
IU/ml.

10.5. Interférence

Aucune interférence n’a été observée sur des séramslytiques, lipémiques ou ictériques pour dexentrations allant jusqu’ & 10
mg/ml d’ hémoglobine, 30 mg/ml de triglycéridesl6tmg/ml de bilirubine.

| Ces résultats s’appuient sur les groupes d'échangiBtudiés ; il n'agit pas de caractéristiquebnejues garanties.

11. LIMITATIONS DU PROCEDE

Une contamination bactérienne ou des cycles geddégétés du spécimen peuvent affecter les vatabsorption. Le diagnostic
d'une maladie infectieuse ne devrait pas étreié&abla base du résultat d'une seule analyse.iflgndstic précis devrait prendre en
considération I'histoire clinique, la symptomatgl@insi que les données sérologiques.

Les données sérologiques sont de valeur limité idacess des patients immunocompromis et des noxvess

12. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

= En accord avec l'article 1 paragraphe 2b de lactire européenne 98/79/EC, I'utilisation des digfifssmédicaux de
diagnostic in vitro est destinée par le fabricagagantir le bien-fondé, les performances et lasi&du produit. Par
conséquent, la procédure de dosage, I'informakisnprécautions et mises en garde de la noticepi@naoivent étre suivies
de facon stricte. L'utilisation de ces troussescales automates ou dispositifs similaires doit @dtielée. Aucun changement
de la conception, composition et procédure de dns#gsi que I'utilisation avec d’autres produitairapprouvés par le
fabricant, ne sont autorisés ; seul I'utilisatestrresponsable de tels changements. Le fabricest pas responsable des faux
résultats et des incidents dus a ces motifs. Lecafit n’est pas responsable des résultats foparianalyse visuelle des
échantillons des patients.

. Uniguement pour diagnostic in vitro.

L] Tous les composants d'origine humaine utilisés faofabrication de ces réactifs ont été analysémeété trouvés non réactifs

en Ag HBs, en anticorps anti-VHI 1 et 2 et en anie anti-VHC Néanmoins, tous les produits doivent étre conéglét

traités comme étant potentiellement infectieux.

Ne pas échanger les réactifs ou les barrettes paovele différents lots de production.

Ne pas utiliser de réactifs provenant d'autresdabts avec les réactifs de cette trousse.

Ne pas utiliser les réactifs apres la date de pgtiemindiquée sur I'étiquette.

Utiliser seulement des embouts de pipette, deshiisturs et du matériel de laboratoire propres.

Ne pas échanger les bouchons des flacons, poer &vitontamination croisée.

Fermer soigneusement les flacons aprés utilisatbom éviter I'évaporation et la contamination micenne.
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L] Avant une nouvelle utilisation, vérifier les flacode conjugué et de contrdle, déja utilisés, praluee une contamination
microbienne.

L] Pour éviter la contamination croisée et des résuigaissement élevés, introduire les échantillengatients et le conjugué
exactemenau fond des puits sans éclabousser.

L] Le NovaLisa™ ELISA est uniquement destiné a I'séition par un personnel compétent maitrisant penfient les techniques

de travail.
AVERTISSEMENT : Dans la concentration utiliséepBidox L ne pose pratiquement aucun risque toxgiqlee lors du
contact avec la peau et les membranes muqukuses
AVERTISSEMENT : L'acide sulfurique irrite les yeexla peau. Garder hors de la porté des enfaots.du
contact avec les yeux, rincer soigneusement @d'eau et consulter un médecin !

12.1. Mesures d’élimination
Les résidus de réactifs et des préparations soisidérés comme de déchets potentiellement dangdr@limination de ces déchets

est soumise a des réglementations nationales &esdContacter les autorités locales ou les scEpécialisées pour obtenir des
conseils sur I'élimination des déchets dangereux.

13. INFORMATION DE COMMANDES
Numeéro de Produit: TOXG 0460 Toxoplasma golyf#-ELISA (96 déterminations)
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ITALIANO C€ 0483

1. INTRODUZIONE

Toxoplasma gondii & un genere di protozoo parasgitacellulare presente negli organi e tessututi i mammiferi (ed anche degli
uccelli), compreso I'uomo. Ospite definitivo e neenaturale dell'infezione é il gatto. Nel felisibcompleta, nell'epitelio intestinale,
sia il ciclo di sviluppo asessuale che quello sa&sun conseguenza del quale avviene la liberazadtraverso le feci di una grande
quantita di ovocisti infettanti.

L’infezione viene trasmessa per via orale mediaitiepoco cotti o carni crude, contenenti le ovacib parassita nel gatto e in tutti
gli altri ospiti intermedi attraversa l'epiteliot@stinale, si diffonde per via ematica o linfategenetra all'interno dei vacuoli di
diversi tipi di cellule, come macrofagi, epatocifibroblasti etc, dove si riproduce per via aselsu@uesta fase di attivita
extraintestinale del parassita rappresenta la dasta della malattia. La reazione immunitaria intmia con la produzione degli
anticorpi specifici. A questo punto il parassitania cisti localizzate nei visceri, in particolarel tessuto muscolare e nel sistema
nervoso centrale. La forma cistica rappresentaats fdi resistenza cronica al sistema immunitaridospite. L'infezione e
ampiamente diffusa nell'uomo e negli animali, galmente asintomatica, salvo l'alto potere patogeerogli embrioni, dovuta alla
trasmissione transplacentare. La gravita del déetate € direttamente proporzionale all’eta gestaale al momento dell'infezione:
guanto é piu precoce l'infezione gravidica tanto giave sara il danno fetale.

Occasionalmente i sintomi possono variare da unattizabenigna simile alla mononucleosi (febbrebatbmento del sensorio,
linfoadenopatia), fino alla malattia disseminataadamata con gravi lesioni al cervello ed agli acelh muscoli, fegato e polmone.
Nei casi piu gravi si pud giungere ad exitus, fesgemente nei malati immunocompromessi (AIDS). lsdattia pud avere recidive,
in seguito alla diminuzione delle difese immunigari

Specie Malattia Sintomi Modo d’infezione
Toxoplasma gondii | Toxoplasmosi generalmente asiatica Trasmissione: orale; contatto con feci
contaminati
occasionalmente febbre, abbattimento [del
sensorio, linfoadenopatia cibi poco cotti o carni crude
alto potere patogeno per gli embrioni

Diagnosi
. PCR
= Sierologia: ELISA, immunofluorescenza indiretta IFA

2. USO PREVISTO

Il NovaTec Toxoplasma gondii IgG ELISA & un kit pedeterminazione quantativa degli anticorpi sfi@aella classe IgG per
Toxoplasma gondii nel siero o plasma (citrato) uman

3. PRINCIPIO DEL TEST

La determinazione qualitativa degli anticorpi Ig€r @oxoplasma gondii si basa sul principio ELISAozzetti delle micropiastre

contengono una fase solida con antigeni speciitiTdxoplasma gondii. Anticorpi specifici nel campeé si legano agli antigeni

immobilizzati nei pozzetti. Gli anticorpi del cogiato (perossidasi di rafano-anticorpi anti-lgG uinanlegano ai complessi antigene
(fase solida)-anticorpo (paziente) nei campioniitpds Questi complessi vengono evidenziati da wwlorazione blu dopo

l'incubazione con la soluzione TMB. L'intensitagliesta colorazione € direttamente proporzionadecplbntita di anticorpi specifici

per il Toxoplasma gondii di classe IgG presenti cahpione. Fermando la reazione enzimatica corpandforico si causa un

cambiamento di colore dal blu al giallo che pucesssnisurato facilmente con un fotometro per 'EAI&450 nm.

4. MATERIALI

4.1. Reagenti forniti

. Micropiastre con antigeni del Toxoplasma gondii (I§5): 12 strisce divisibili in 8 pozzetti, con adesiigahi del Toxoplasma
gondii; dentro una busta d’'alluminio richiudibile.

L] Tampone diluente IgG***: 1 flacone contenente00 ml di tampone per diluire i campioni; pH 7.D2; color giallo; pronto
all'uso; tappo bianco.

L] Soluzione stop:1 flacone contenente 15 ml di acido solforico,®&/l, pronto all’'uso; tappo rosso.

. Tampone di lavaggio (20x conc.)*1 flacone contenente 50 ml di un tampone concenB@ivolte per il lavaggio dei pozzetti;
pH 7.2 £ 0.2; tappo bianco.

. Coniugato Toxoplasma gondii anti IgG**: 1 flacone contenente 20 ml di anticorpi di conigliati-lgG umani, coniugati a
perossidasi; color azzurro; pronto all’'uso; tappoon

= Soluzione TMB: 1 flacone contenents ml di 3,3°,5,5 -Tetrametilbenzidina (TMB); prorll'uso; tappo giallo.
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L] Toxoplasma gondii IgG Standards***: 4 flaconi, contenenti 2 ml, pronti all'uso

Standard A: 0 1U/ml; tappo blu

Standard B: 50 IU/ml; tappo verde

Standard C: 100 1U/ml; tappo giallo

Standard D: 200 1U/ml; tappo rosso
* contiene 0.1 % Bronidox L dopo diluizione

*x contiene 0.2 % Bronidox L
***  contiene 0.1 % Kathon

4.2. Accessori forniti

1 pellicola adesiva

1 supporto per micropiastre
1 istruzione per I'uso

1 foglio di controllo

4.3. Materiali e attrezzature necessari

= Fotometro per micropiastre con filtri da 450/620 nm

. Incubatore a 37°C

= Lavatore di micropiastre

= Micropipette con punte monouso (10, 100, 200, 1000
. Vortex-Mixer

. Provette monouso

. Supporto per provette

L] Acqua deionizzata o distillata.

. Timer

5. MODALITA DI CONSERVAZIONE

| reagenti devono essere conservati tra 2-8°C. IN@ame i reagenti dopo la scadenza. La data di szadestampata sull’etichetta di
ogni componente e sull'etichetta esterna dellaeznafe.

6. PREPARAZIONE DEI REAGENTI

Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente-28°C) prima dell’'uso!

6.1. Micropiastre

| pozzetti sono separabili. Contengono adesi anitigettivati del Toxoplasma gondii. | pozzetti,opti all'uso, devono essere
conservati tra 2-8°CRiporre i pozzetti non utilizzati nel sacchettm dogel essiccante di silice. Il prodotto & stabfino alla data di
scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.2. Coniugato Toxoplasma gondii IgG

Il flacone contiene 20 ml di anticorpi anti-lgG um&oniugati a perossidasi di rafano, stabilizzacdnservanti e un colorante inerte
azzurro.Una volta aperto, il prodotto é stabile fino allatd di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.3. Standards

| flaconi contengono 2.0 ml di soluzione Standahfa all’'uso con le seguenti concentrazioni:

Standard A: 0 U/ml

Standard B: 10 1U/ml

Standard C: 100 IU/ml

Standard D: 200 U/ml

Contengono 0,1% Kathoklna volta aperto, il prodotto € stabile fino allat di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.4. Tampone diluente IgG
Il flacone contiene 100 ml di tampone fosfato, sitanti, conservanti e un colorante giallo inert@ soluzione viene usata per
diluire i campioni. Una volta aperto, il prodotto € stabile fino aliata di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.5. Tampone di lavaggio (20x conc.)

Il flacone contiene 50 ml di un tampone concentrdttergenti e conservanti. Il contenuto vieneittileon acqua deionizzata o
distillata (1 + 19). Il tampone diluito é stabilad 5 giorni se conservato a temperatura ambi&#esono presenti cristalli, scioglierli
a 37°C prima di diluire. Una volta aperto, il protlo é stabile fino alla data di scadenza se coretertra 2-8°C.

6.6. Soluzione TMB

Il flacone contiene 15 ml di 3,3°,5,5 -Tetrametii&lina (TMB) e perossido di idrogeno pronto alfu€onservare al buioLa
soluzione é incolore o celeste chiaro. Nel cascuindiventasse blu significa che é contaminatare mo essere pitl usata. Una volta
aperto, il prodotto é stabile fino alla data di slemnza se conservato tra 2-8°C.
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6.7. Soluzione Stop

Il flacone contienél5 ml di acido solforico, 0.2 mol/l (R36/38, S26jpnto all’'uso.Una volta aperto, il prodotto é stabile fino alla
data di scadenza se conservato tra 2-8°C.

7. PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Usare campioni di siero o plasma (citrato) umareoil st viene fatto entro 5 giorni dal prelieveaimpioni possono essere
conservati tra 2-8°C. Altrimenti devono essereuadiqti e congelati tra -70-20°C. Agitare bene i campioni scongelati prima di
diluirli. Evitare cicli ripetuti di congelamento/scongelarten

L’inattivazione dei campioni per mezzo del calooa e raccomandata.

7.1. Diluizione dei campioni

Prima del test, diluire i campioni 1+100 con tampadiluente 1gG. Per esempio, pipettare nelle ptevEd pl di campione + 1 ml di
tampone e mescolare bene (Vortex).

Per pazienti con probabili concentrazioni supewdi Standard D (200 IU/ml) i campioni devono essdteriormente diluiti dopo la
diluizione discritta sopra 1+1. Es. 100ul dellangidiluizione + 100ul tampone diluente IgG (Fatidirdiluizione: 2).

8. PROCEDIMENTO

8.1. Preparazione del test

Leggere bene le istruzioni prima di iniziare il eggio. Per ottenere risultati validi € indispenkabeguire esattamente le istruzioni.
La seguente procedura € stata validata per I'essmiznanuale. Per una esecuzione su strumentaaigneatica si consiglia di
incrementare il numero di lavaggi de 3 a5 volté eolume della soluzione di lavaggio da 300 a |[#50er evitare interferenze.
Stabilire innanzitutto il piano di distribuzione &t&ntificazione dei campioni e controlli sul fagldi lavoro fornito con il kit. Inserire

i pozzetti necessari nel supporto micropiastre.

Utilizzare almeno:

1 pozzetto (es. Al) per il bianco-substrator(k)a
4 pozzetti (z.B. B1, C1, etc) per gli Standard8AC e D.

E consigliato effettuare ogni analisi in duplicato.

Eseguire il test nell'ordine stabilito dalle istiozi, senza pause.

Utilizzare puntali nuovi e puliti per ogni campioaetandard.

Regolare l'incubatore a 3% 1°C

1. Pipettare 100 pl degli standards A B C D e di camgidiluito nei relativi pozzetti. Usare il pozzetl per il bianco-

substrato.
Coprire i pozzetti con la pellicola adesiva.
Incubare 1 ora 5 min a 37% 1°C.

4. Al termine dell'incubazione, togliere la pellicotal aspirare il liquido dai pozzetti. Successivamdatare i pozzetti tre
volte con 300 pl di tampone di lavaggio. Evitare d¢a soluzione trabocchi dai pozzetti. L'intervalla il lavaggio e
'aspirazione deve essere almeno di 5 sec. Dofavéggio picchiettare delicatamente i pozzetti Eapertura verso il
basso su una carta assorbente per togliere comgleta il liquido.

Attenzione: Il lavaggio é una fase critica. Un lavaggio noncarato determina una cattiva precisione del testua
innalzamento falsato delle densita ottiche.
5. Pipettare 100u! di Coniugato Toxoplasma gondii-&g in tutti i pozzetti, escludendo quello conbianco-substrato
(blank). Coprire i pozzetti con la pellicola adesiv

Incubare 30 min a temperatura ambiente (20°...25°CNon esporre a fonti di luce diretta.
Ripetere il lavaggio secondo punto 4.

Pipettare 100u! di Soluzione TMB in tutti i pozzett

Incubare precisamente per 15 min a temperatura amiginte (20°...25°C) al buio.

10. Pipettare 100ul di Soluzione Stop in tutti i potizetello stesso ordino della soluzione TMBurante I'incubazione il
colore cambia dal blu al giallo.

Attenzione: Campioni con un risultato positivo molto alto poso causare precipitati scuri del cromogeno! Quest
precipitati influenzano la lettura delle densit&tiche. E consigliato diluire i campioni un’altra ita come
discritto in 7.1 e di ripetere il test.

11. Misurare I'assorbanza di tutti i pozzetti a 450/6@0 entro 30 min dopo I'aggiunta della soluziorapst

© 0N
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8.2. Misurazione

Regolare il fotometro per le micropiastre (ELISA&Rer)a zerousando il substrato-bianco (blank)Al. Se, per motivi tecnici, non
€ possibile regolare il fotometro sottrarre I'asbanza del bianco-substratta tutti i valori delle altre assorbanze.

Misurare I'assorbanzadi tutti i pozzetti 8450 nme inserire tutti i valori misurati nel foglio divaro.

E raccomandato fare una misurazione delle densitiche a doppia lunghezza d’onda utilizzando i 628 come lunghezza di
riferimento.

Dove sono state misurate in doppio, calcolammedia delle assorbanze.

9. Risultati

9.1. Validazione del test
Il test é valido se risponde ai prossimi criteri:

. Substrato bianco in Al: Assorbanza 8.100
. Standard A in B1: Assorbanza 6.200
Standard B in C1: Assorbanza 0.300
Standard C in D1: Assorbanza 0.500
. Standard D in E1: Assorbanza 1.000

Standard A < Standard B < Standard C < Standard D
Se non vengono soddisfatti questi criteri, il test € valido e deve essere ripetuto.

9.2. Calcolo dei risultati

Per ottenererisultati quantitativi in IU/ml |, realizzare un diagramma cartesiano ponendo tetzessze degli Standards A, B, C, e D
sull'asse della Y e ponendo le concentrazioni§®,100, 200 IU/ml) sull'asse della X su cui trageila curva standard.

Traendo i risultati da questa curva standard vamseriti i valori medi delle assorbanze dei campibrogni singolo paziente.

Attenzionel risultati dei campioni diluiti due volte devoressere moltiplicati con il fattore di diluizion !
(Diluizione 1+1; fattore dildizione: 2)

Tutti i programmi per computer commercializzati satilizzabili per calcolare ed interpretare i ftati.

9.2.1 Tipica curva standard

1,200

1,136

1,000

0,800

oo

0,600 1 0,601

0,400 -
0,345

0,200 A

0,000

Wiml

9.3. Interpretazione dei risultati

Gli intervalli in cui i valori sono normali per gs® ELISA devono essere stabiliti da ogni singallooratorio basandosi sulla loro
popalzione relativa all'area geografica servita.
| seguenti risultati possono considerarsi indigativ

Reattivo: >35 U/ml
Dubbio: 30-35 IU/ml
Non-reattivo: <30 IU/ml

23



10. CARATTERISTICHE DEL TEST

10.1. Precisione

Intradosaggio n Media CV (%)
Standard B 6 0.978 5.7
Standard C 6 1.647 5.3
Standard D 6 2.496 6.2
Interdosaqggio n Media Cv (%)
Standard B 4 0.752 7.1
Standard C 4 1.26 10.1
Standard D 4 1.98 6.3

10.2. Specificita diagnostica

La specificita diagnostica é la probabilita det @isfornire un risultato negativo in assenza diapi specifici. La specificita
diagnostica é pari a 98.2 %.

10.3. Sensibilita diagnostica

La sensibilita diagnostica é la probabilita det tidornire un risultato positivo in presenza dtiaorpi specifici. La sensibilita
diagnostica é pari a 96.6 %.

10.4. Possibili interferenze

Campioni emolitici, lipidici ed itterici contenerftno a 10 mg/mL di emoglobina, 30 mg/mL di trigdiidi € 10 mg/mL di bilirubina
non hanno presentato fenomeni di interferenza reslgmte test.

Nota: | risultati si riferiscono al gruppo di caropi realizzati, questi non sono specifiche garantit

11. LIMITAZIONI

Una contaminazione da microorganismi o ripetuti diccongelamento-scongelamento possono altereaori delle assorbanze. La
diagnosi di una malattia infettiva non deve essata soltanto sulla risultanza di un unico tesimgortante considerare anche
I'anamnesi ed i sintomi del paziente. | risultadl test da pazienti immunosoppressi e neonati hannalore limitato.

12. PRECAUZIONI E AVVERTENZE

L] In ottemperanza all'articolo 1, paragrafo 2 deligettiva Europea 98/79/EC, I'uso dei diagnosticidieein vitro € inteso da
parte del produttore ad assicurare la congruemzgyrdstazioni e la sicurezza del prodotto. Di cgueeza la procedura
analitica, le informazioni, le precauzioni e le extenze contenute nelle istruzioni per l'uso devessere seguite
scrupolosamente. L'uso dei kit con analizzatori teeazature similari deve essere previamente catatal Qualunque
cambiamento nello scopo, nel progetto, nella commyee o struttura e nella procedura analiticaj cosne qualunque uso dei
kit in associazione ad altri prodotti non approwti produttore non € autorizzato; I'utilizzatotesso é responsabile di questi
eventuali cambiamenti. Il produttore non € respbifesgper falsi risultati e incidenti che possanseze causati da queste
ragioni. Il produttore non é responsabile per quailie risultato ottenuto attraverso esame visivadeipioni dei pazienti.

L] Solo per uso diagnostico in-vitro.

L] Tutti i componenti di origine umana sono stati &tiwon reattivicon Anti-HIV-Ab, Anti-HCV-Ab e HBsAg Nonostante cio e
tutti i materiali devono comunque essere considpaiénzialmente contagiosi e infettivi.

L] Non scambiare reagenti e micropiastre di lotti dive

L] Non utilizzare reagenti di altri produttori insieroen i reagenti di questo kit.

= Non usare dopo la data di scadenza.

L] Utilizzare soltanto attrezzatura pulita.

L] Non scambiare i tappi dei flaconi.

= Richiudere i flaconi immediatamente dopo I'uso @étare la vaporizzazione e contaminazione.

L] Una volta aperti e dopo relati stoccaggio verificare i reagenti per una lorerguale contaminazione prima dell’'uso.

L] Per evitare contaminazioni crociate e risultatoeeamente alti pipettare i campioni e reagenti pwita precisionenei
pozzetti.

L] Il NovaLisa™ ELISA e previsto soltanto per essenpiegato da parte di personale specializzato chesoe perfettamente le
tecniche di lavoro.

ATTENZIONE: Bronidox L, nella concentrazione usata, mosti@sgassenza di tossicita sulla pelle e sulle neicos

ATTENZIONE: L’acido solforico irrita occhi e pelle! Dopo ibatatto sciacquare immediatamente e abbondantemente
Contattare uedico.

12.1. Smaltimento

In genere tutte le sostanze chimiche vengono ceretiel rifiuti tossici. Lo smaltimento viene regolata leggi nazionali. Per ulteriori
informazioni contattare I'autorita locale.
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13. INFORMAZIONI PER GLI ORDINI

Numero del prodotto: TOXG0460 Toxoplasma gongiB{ELISA (96 determinazioni)
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ESPANOL C€ 0483

1. INTRODUCCION

El Toxoplasma gondii es un parasito de tejido gupresenta en mamiferos. Se trata de parasitaséhifares en cuyo ciclo de vida
se distinguen una fase sexual y una fase asexualiéEped principal es el gato (multiplicacion sdxuel huésped secundario es el
hombre (multiplicacion asexual). Como huésped imégtiario se conocen mas de 200 géneros de avesnjferas. En todos los
drganos se pueden encontrar quistes con estadiasnadtiplicacion asexual. Una multiplicacién ddital se puede producir en la
pared intestinal del gato. Los gatos infectadosesan oocitos con mucha frecuencia con las heeeslsimuy resistentes a las
influencias del medioambiente sobreviviendo vaaidss. La infeccion se produce por ingestion orajulstes en carne cruda o poco
cocida o por ingestion de oocitos de las hecessigdtos.

Se liberan 8 esporocoitas después de la ingestierpgeden infiltrar la pared intestinal para irdect celulas del sistema reticulo
endotelial donde se dividen en 16 a 32 celulas i§ado- o taquicoitas). Estas infectan a otradashumanas lo que produce dafios
en el corazon, en la musculatura del esquelete] eistema nervioso, en el higado, en la placenta, La multiplicacion se para
cuando comienza la respuesta inmunitaria. Las beoacitocoitas sobreviven durante afios en el tejmiide se forman pseudoquistes
infeciosos que no dafian al huésped. Una reinfeeriddgena después de un trastorno del sistemaiiiamoies posible.

El Toxoplasma gondii es de distribucion mundial.ibfestacion de la poblacion aumenta con la eddldga al 70 % entre las
personas de 60 a 65 afios. La prevalencia dependeonte la region geografica, del estatus sociogn@mwy de los habitos
alimenticios. Por regla general la infeccion pcstah se desarolla asintomatica, por lo demas seeatra sobre todo una
Toxoplasmosis de los nddulos linfaticos. El agera®geno puede contagiar al feto a través de tzepla, lo cual lleva a graves
dafos fetales si la primoinfeccién se produce darahembarazo. Por esta razon se recomienda ebaduinfecciones primarias. En
mas del 98% la ausencia de anticuerpos IgM exalmgeprimoinfeccién de la embarazada. En el néama@odeteccion minima de
anticuerpos IgM es suficiente para confirmar un@péasmosis congénita porgue el IgM de la madrepatrario que el 1gG, no
puede traspasar la placenta. Resultados falsaipesitezos son posibles en casos donde el neonatesarolla titulos de anticuerpos
detectables.

Especies Via de transmision Sintomas Complicaciones

Toxoplasma| Ingestién oral de los agentes | Por regla general asintomatico, pocas veceBrimoinfeccion durante el

gondi patégenos una linfadenopatia, fiebre, mialgias embaraze>infeccion congénita del
feto

Ingestion directa de los oocitadDepués de una infeccion trans-placentar:
(gato) o de los quistes con hidro- u microcefalus, corioretinitits, Reactivacion (VIH)
carne cruda o no bien cocida| calcificacién intracranial

Infecciones pueden ser detectadas por:

. PCR
. Inmunofluoreszencia indirecta
L] Serologia: Deteccion de anticuerpos a través d8ALl

2. USO PREVISTO

El enzimoinmunoensayo de Nova Tec es para la detacidn cuantitativa de anticuerpos IgG especifamsra Toxoplasma gondii
en suero o plasma (citrato) humano.

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

La determinacion inmunoenzimatica cuantitativa décaerpos especificos contra Toxoplasma gondibasa en la tecnica del
ELISA (Enzym linked Immunosorbent Assay). Las tides micropocillos que se usan como fase soélidan estéubiertas con

antigenos especificos de Toxoplasma gondii. Laswerpos existentes en la muestra unen a los aoggamoblizados de la placa
de microtitulacién. El conjugado de anticuerpos @ humano con peroxidasa de rabano, se uneosonomplejos antigeno-
anticuerpo en muestras positivas. Estos complejosinologicos desarrollan una coloracion azul despleéincubarlos con sustrato
de tetrametilbenzidina (TMB). Finalmente se afade@dasulflrico para detener la reacién, causandoannbio de coloracion de azul
a amarillo. La densidad éptica se mide con un tetcELISA a 450nm.

4. MATERIALES

4.1. Reactivos suministrados

= Microtiras (IgG) recubiertas de antigeno de Toxoplama gondii: 12 tiras de 8 pocillos rompibles, recubiertos antigenos
de Toxoplasma gondii, en bolsa de alumino.

L] Diluyente para IgG de la muestra***: 1 botella de 100ml de solucién de tampon parardéumuestra; pH 7.2 + 0.2; color
amarillo; listo para ser utilizado; tapa blanca.

L] Solucién de parada:1 botella de 15ml de acido sulfarico, 0.2molAtdi para ser utilizado; tapa roja.

L] Solucién de lavado (20x conc.)*1 botella de 50ml de una solucion de tamp6n 2@keatrado para lavar los pocillos; pH 7.2
+ 0.2; tapa blanca.
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. Conjugado 1gG anti-humano (Toxoplasma gondii)**: 1 botella de 20ml de conjugado de anticuerposagtthumano con
peroxidasa; color azul; tapa negra.

L] Solucién de sustrato de TMB:1 botella de 15ml 3,3',5,5'-tetrametilbenzindiff&B); listo para ser utilizado; tapa amarilla.
. Soluciénes IgG de estandar (Toxoplasma gondii)***4 botellas de 2 ml, listas para ser utilizadas:

Estandar A: 0 IU/ml; tapa azul
Estandar B: 50 IU/ml; tapa verde
Estandar C: 100 IU/ml; tapa amarilla
Estandar D: 200 IU/ml; tapa roja

* contiene 0.1% de Bronidox L despuésitleérd

*x contiene 0.2% Bronidox L
***  contiene 0.1% Catén

4.2. Accesorios suministrados

1 lamina autoadhesiva
1 soporte

1 hoja de instrucciones
1 hoja de resultados

4.3. Materiales y instrumentos necesarios

= Fotémetro con filtros de 450/620 nm

. Incubadora/camara hiumeda con termostato

L] Dispositivo de lavado manual o automatico

= Micropipetas con jeringuillas desechables (10, 200, 1000 pl)
. Mezcladora Vortex

L] Tubos de plastico desechables

= Gradilla para los tubos

. Agua destilada

. Cronémetro

5. ESTABILIDAD Y ALMACENAJE

El test tiene que estar almacenado de 2...8°C.d4o los reactivos después de la fecha de caduridada en la etiqueta de las
botellas y en el exterior.

6. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Todos los reactivos, las muestras y los contraseh que estar a la temperatura ambiente (20.C25thtes de ser
utilizados!

6.1. Tiras reactivas

Las tiras separables recubiertas con antigeno deplasma gondii. Los pocillos listos para ser zdiios tienen que estar
almacenados de 2...8°Mantener los pocillos no utilizados en la bolsaatieminio junto con el desecante y conservar d8°Z..El
producto se conserva hasta la fecha de caduciddidada.

6.2. Conjugado de IgG anti-humano (Toxoplasma goniji

La botella contiene 20ml de una solucién de IgG-lamnano conjugada con peroxidasa de rabano, tamggiabilizadores,
conservante y un colorante azul inerte. La soluesia lista para ser utilizada y tiene que estaae¢nada de 2...8°Oespués de la
primera abertura, el producto se conserva hastietha de caducidad si esta almacenado de 2...8°C.

6.3. Estandar

Las botellas contienen 2.0 ml de solucion estafisi@r para ser utilizada. Las concentraciones sesdduciones estandar segun el
tercer estandar international de la OMS (3rd) son:

Estandar A: 0 IU/ml

Estandar B: 50 IU/ml

Estandar C: 100 IU/ml

Estandar D: 200 1U/ml

Las soluciones tienen que estar almacendas déCy.8ontienen 0.1% de CatdDespués de la primera apertura, el producto se
conserva hasta la fecha de caducidad si esta alnaateentre 2...8°C.

6.4. Tampoén de dilucién de IgG para la muestra

La botella contiene 100ml de tamp6n de fosfat@kelizadores, conservantes y un colorante amanéde. La solucion lista para ser
utilizada ha de almacenarse entre 2...8°C. La Enlise usa para diluir las muesti@gspués de la primera abertura, el producto se
conserva hasta la fecha de caducidad si esta alnzat®de 2...8°C.
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6.5. Solucién para lavar (20x conc.)

La botella contiene 50ml de tampon concentrada@rdehtes y conservantes. El contenido se diluyeucolitro de agua destilada
(1+19). La solucion diluida es estable 5 dias g&aiura ambientd.a cristalizaciéon en el concentrado desapareceadémtarla a
37°C y mezclarla bien antes de usarla. Después geiinera abertura, el producto se conserva haatéetha de caducidad si esta
almacenado de 2...8°C.

6.6. Solucion de TMB

La botella contiene 15ml de una mezcla de tetrdipesizidina con peroxido de hidrégeno. La soluciétalpara ser utilizada se tiene
que almacenar entre 2...8°C protegida de la liaz.solucién es levemente azulada. En caso de camaaidn cambia a una
coloracion azul mas intensa no pudiendo ser afilizen el ensayo.

6.7. Solucién de parada

La botella contiene 15ml de 0.2 M de acido sulfili®36/38, S26). La solucién lista para ser utilzae tiene que almacenar entre
2...8°C.Después de la primera abertura, el producto se enrsshasta la fecha de caducidad si esta almacedada..8°C.

7. TOMA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Usar muestras de suero o plasma (citrato) humarmbe8sayo se realiza dentro de 5 dias despuléstdma de sangre, las muestras
pueden ser almacenadas de 2...8°C, en caso corftagrjue congelarlas (-7020°C). Agitar bien las muestras descongeladas ante
de diluirlas. Evitar congelaciones y descongelaesarepetidas.

No se recomienda la inactivacion por calor de lasstras.

7.1. Dilucion de las muestras

Antes del ensayo, las muestras tienen que estadahl en realacion 1+100 con el tampén de dilupera la muestra de IgG, p.e.
10ul de la muestra con 1ml de tampon, mezclar ¢werla mezcladora Vortex.

Muestras donde se espera una concentracion dexamas mas alta de la concentracion del estand@0D IU/ml) se tendra que
diluir como se describe arriba 1+1, en general iD@de la muestra diluida + 100ul de diluente IgGapia muestra (factor de
dilucién: 2).

8. PROCEDIMIENTO

8.1. Preparacién del ensayo

Por favor, leer cuidadosamente las instruccionksrdmycantesde realizarlo. Para el buen funcionamiento dédaita es necesario
seguir las instrucciones. El siguiente procedinoies valido para el método manual. Para excluatedede lavado en caso de utilizar
los automaticos ELISA elevas el nimero de lavad8 de5veces y el volumen de solucion de lavadoOflel 3 a 350 pl. Antes de
comenzar, especificar exactamente la reparticiposycion de las muestras y de los controles emjk die resultados suministrada.
Usar la cantidad necesaria de tiras o pocillod soporte.

En este caso por lo menos

1 pocillo (e.G. A1) para el blanco

4 pocillos (e.G.B1,C1,etc.) paralos estandaileB, CyD.

Para mayor seguridad es necesario hacer doble ensaycontroles y muestras del paciente. Se recaide llevar pruebas de
control positivo 0 negativo con cada ensayo.

Realizar el ensayo en el orden indicado y sinsetra

Para cada paso de pipeteado en los estandarddasyrenestras, usar siempre puntas de pipeta selaso.

Graduar la incubadora a 371.°C

1. Pipetear 100 pl de estandardes y muestras @oddlos respectivos. Dejar el pocillo Al pardkinco.
2. Recubrir las tiras con los autoadhesivos suiniies.

3. Incubarl h +5 min a 37°C.
4

Después de la incubacién, retirar el autoadbeaspirar el liquido de la tira y lavarla tresesoon 300u! de la solucion
de lavado. Evita el rebosamento de los pocillogieBipo entre cada lavado y cada aspiracion tieeesgr por lo menos
de 5 segundos. Para sacar el resto del liquidasd#&s, es conveniente sacudirlas sobre papettage.

Ojo: El lavado es muy importante! Un mal lavado provapa mala precision y resultados errénamente augades!
5. Pipetar 100ul de conjugado anti-lgG (Toxoplagoadii) en cada pocillo con excepcion del blancabi@ con una
lamina adhesiva.
Incubar 30 min a la temperatura ambiente (20...25°C)Evitar la luz solar directa.
Repitir el lavado como en el paso numero 4.
Pipetar 100ul de sustrato de TMB en todos los joscil
Incubar exactamente 15 min en oscuridad a temperata ambiente (20...25 C).

© o~ o
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10. Pipetear en todos los pocillos 100ul de lacsétude parada en el mismo orden y mismo interdaliempo como con el
sustrato de TMBToda coloracion azul formada durante la incubacsénconvierte en amarilla.

Nota: Muestras que son altamente positivas pueden causaipitados negros del cromégeno! Estos precijuta
influyen en los valores de las mediciones. Se reguta diluir las muestras del paciente con solucéiina
1+1. Después, preparar la muestra diluida con ehpeén de dilucién para la prueba de IgG 1+100. Etees
caso, el resultado se multiplica por 2.

11. Medir la extincion de la solucion en cada poabn 450/620nm en un periodo de 30 min despuésideir la solucion de
parada.

8.2. Medicién
Efectuar con ayuda del blanco en el podibla calibracién al cerodel fotémetro (lector de ELISA).

Para obtener resultados correctos, si la calibmactes posible por causas técnicas, hay que susiraalor de la extincion de la
posicion Al del resto de los valores de extincion!
Medir laextincion de todos los pocillos catbOnmy anotar los resultados de los controles y denlasstras en la hoja de resultados.

Es aconsejable la medicidricromaticaa una longitud de onda de referencia de 620nm.

Si se efectuaron andlisis en duplicado o mdltipkes; que calculael promedio de los valores de extinciérde los pocillos
correspondientes.

9. CALCULO DE LOS RESULTADOS

9.1. Criterios de validez del ensayo
El ensayo es valido si se cumplen los siguieniéios:

. Blanco en Al extinciére 0.100
= Estandar A en Bl extinciérs 0.200
= Estandar B en C1 extinciérr 0.300
. Estandar C en D1 extinciér» 0.500
= Estandar D en E1 extinciérr 1.000

Estandar A < Estandar B < Estandar C < Estandar D
Si estos criterios no se cumplen, la prueba n@kdavy debera repetirse.

9.2. Calculo del valor de la medicion

Para obtener resultados cuantitativos en IU/mieseetque establecer una curva estandar con losesale extincion (eje y) de los 4
estandars A, B, C y D contra sus respectivas corazeones (0, 50, 100, 200 1U/ml) (eje x).

Con esta curva estandar se pueden ver los ressippad@| promedio de las extinciones de las pruébdss pacientes.

Comentario:Los resultados adicionales (p.e. 1+1) de muesiiksdas tienen que ser multipicados con el facterdilucion
(dilucién 1+1; factor de dilidn: 2)

Existen programas comercializados que posibilitarcélculo automatico de curvas estandar y de Isgltezlos. Para calcular la
curva estandar se puede elegir las regresioneddme las funciones de punto a punto.

9.2.1 Curva de estandar tipica

1,200

1,136

1,000

0,800 -

oo

0,600 - 601

0,400 -
0,345

0,200 -

0,000
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29



9.3. Interpretacion de los resultados

Las normas para los resultados del ELISA tieneneagiar establecidas con el colectivo respectivtosi@acientes en el area del
laboratorio.

Estos son los datos normativos

Reactivo: >35 1U/ml
Zonaintermedia: 30-35 1U/ml
No-reactivo: <30 1U/ml

10. CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

10.1. Precision

Intra ensayo n Promedio CV (%)
Estandar B 6 0.978 5.7
Estandar C 6 1.647 53
Estandar D 6 2.496 6.2
Inter ensayo n Promedio CV (%
EstandarB 4 0.752 7.1
Estandar C 4 1.26 10.1
Estandar D 4 1.98 6.3

10.2. Especifidad del ensayo

La especificidad del ensayo se define como la fmidad que tiene el ensayo de dar un resultadathegen ausencia de la
sustancia a analisar especificamente. Es de 98.2 %.

10.3. Sensibilidad del ensayo

La sensibilidad del ensayo se define como la priidall que tiene el ensayo de dar un resultaddiposn présencia del analitico
especifico. Es de 96.6 %.

10.4. Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica del ensayo esta defin@ao la concentracion mas pequefia que se puedegdisdel estandar cero. Esta
es de 1.0 IU/ml.

10.5. Interferencias

Las muestras lipémicas e ictéricas no mostrararfarencias con este equipo ELISA hasta una corzzedit de 10 mg/ml para
hemoglobina, de 30 mg/ml para triglicéridos y daxi@ml para bilirrubina.

Los resultados estan basados en pruebas de engageales: No se trata de especificaciones garadtiza

11. LIMITACIONES DEL ENSAYO

Una contaminacion de las muestras con bacteriasmaocongelacion y descongelacién repetida puedesupir cambios en los
valores de la extincion.

El diagndstico de una infecciéon no solamente se detsar en el resultado del ensayo. Es necesarsidecar la anamnésis y la
sintomatologia del paciente junto al resultadolégico. Estos resultados sélo tienen valor resitim@n personas inmunodeprimidas
0 en neonatos.

12. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

L] En cumplimiento con el articulo 1 parrafo 2b dedleectiva europea 98/79/EC, la utilizacién de sisie médicos para
diagnostico in vitro tiene la intencion por partd fhbricante de asegurar la adecuacion, realizasig seguridad del producto.
Por lo tanto, el procedimiento, la informacion, faecauciones y los avisos de las instruccionessdehan de ser seguidas
estrictamente. La utilizacion de equipos con amdbizes y equipamiento similar tiene que ser validadb se autorizan
cambios en el disefio, composicion y procedimieasd,como cualquier utilizacion en combinacion ctmoproductos no
aprobados por el fabricante; el usuario debe bacesponsable de estos cambios. El fabricantesppmdera ante falsos
resultados e incidentes debidos a estas razonéabridante no respondera ante cualquier resu@d@nalisis visual de las
muestras de los pacientes.

L] Solo para diagnostico in vitro.

= Todos los componentes de origen humano han siduieados y resultaron no reactivos a anticuerposr@ah VIH, VHC y

HbsAG No obstante, todos los materiales se deben @asig tratar como potencialmente infecciosos.

No intercambiar reactivos y placas de microtitidacergas diferentes.

No usar reactivos de otro fabricante para esteyensa

No usar después de la fecha de caducidad.

Sélo usar recambios de pipetas, dispensadoreseyiaias de laboratorio limpios.

No intercambiar las tapas de los diferentes reagtiv

Para evitar la evaporacion y una contaminaciénohiana, cierre inmediatamente las botellas despeiésarlas.
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L] Después de abrirlas y posterior almacenaje, assgulla que no existe contaminacion microbiana agegguir usandolas.

L] Pipetear_cuidadosamentas muestras y el conjugado en los pocillos paitarecontaminaciones cruzadas y resultados
errbneamente aumentados.

L] El NovalLisa™ ELISA estd pensado exclusivamente garaiso por personal especializado que domine gtenfiente las
técnicas de trabajo.

ADVERTENCIA:
ADVERTENCIA:

Bronidox L, en la concentracion utilizada, casimaestra riesgos téxicos en la piel y en las mucosa

El acido sulfurico irrita los ojos y la piel! Ezaso de contacto con los ojos lavar abundantencentegua |
consultar a un médico.

12.1. Indicaciones para la eliminacién de residuos

Por regla general, los productos quimicos y lapgreeiones son residuos peligrosos. Su eliminazsfen sometida a las leyes y los
decretos nacionales sobre la eliminacion de residias autoridades informan sobre la eliminaciérediluos peligroso.

13. INFORMACIONES PARA PEDIDOS

N° del producto:

TOXG0460 Toxoplasma gondii IgGHEA (96 determinaciones)

31



32



33



BIBLIOGRAPHY / LITERATUR / BIBLIOGRAPHIE / BIBLIOGR  AFIA / BIBLIOGRAFIA

A. Balsari et al. ELISA for Toxoplasma antibody eletton: a comparision with other serodiagnostitstels Clin. Pathol., 33: 640
(1980)

M.H. Beaman, R.E. McCabe, S-Y. Wong, J.S. Remingtooplasma gondii, Inc: Principles and Practittnfectious Diseases,
G.L. Mandell, J.E. Bennet, R. Dolin, eds., Chuldhiingstone Publ., Fourth edition, p. 2455-241995)

A. Bondiolo et al. ELISA for Toxoplasma antibodiésc: Immunoenzyme Assay Techniques, R. Malvangved\ijhoff Publ.
(1980)

M.E. Camargo et. al. Immunoglobine G and immunogliobM enzyme-linked immunosorbent assay and deftogoplasmosis
serological patterns. Inf. Immun., 21:55 (1978)

Y. Carlier et al. Evaluation of the enzyme-linkethiunosorbent assay (ELISA) and other serologicds ter the diagnosis of
toxoplasmosis. Bull. World Health Organization, (3% 99 (1980)

34



Symbols Key/ Symbolschlissel/ Explication des symbo les/ Legenda/ Simbolos

Manufactured by / Hergestellt von/ Fabriqué par/ Prodotto da/ Fabricado por

IVD

In Vitro Diagnostic Medical Device/ In Vitro Diagnosticum/ Dispositif médical de diagnostic in
vitro/ Diganostico in vitro/ Producto para diagnéstico In vitro

LOT

Lot Number/ Chargenbezeichnung/ Numéro de lot/ Lotto/ Namero de lote

&

Expiration Date/ Verfallsdatum/ Date de péremption/ Scadenza/ Fecha de caducidad

e

Storage Temperature/ Lagertemperatur/ Température de conservation/ Temperatura di
conservazione / Temperatura de almacenamiento

q3

CE Mark/ CE-Zeichen/ Marquage CE / Marchio CE/ MarcaCE

[REF] Catalogue Number/ Katalog Nummer/ Référence du catalogue/ Numero di codice/ Nimero de
Catélogo
[:L}] Consult Instructions for Use/ ngraut_:hs_anweisung beachten/ (_Zonsulter la notice d'utilisation/
Consultare le istruzioni/ Consulte las Instrucciones de Uso
MTP Microplate/ Mikrotiterplatte/ Microplaque/ Micropiastra/ Microplaca
CONJ Conjugate/ Konjugat/ Conjugué/ Coniugato/ Conjugado
CAL Calibrator/ Kalibrator/ Etalon/ Calibratore/ Calibrador
DIL G Sample diluent buffer IgG/ IgG-Probenverdiinnungspuffer/ Tampon diluant pour échantillon 1gG/
soluzione tampone per i campioni IgG/ solucion tampon para muestras IgG
SOLN STOP Stop solution/ Stopplésung/ Solution d’arrét/Soluzione bloccante/ Solucién de parada
SUB TMB TMB Substrate solution/ TMB-Substratldsung/ Substrat TMB/ soluzione substrato TMB/ solcion
substrato TMB
WASHBUF Washing solution 20x concentrated/ Waschlésung 20x konzentriert/ Tampon de lavage
20x concentré 20 x/ soluzione di lavaggio concentrazione x20/ solucién de lavado concentrado x20

N

Contains sulfficient for “n” tests/ Ausreichend fur “n” Tests/ Contenu suffisant pour “n” tests/

Contenuto sufficiente per “n” saggi/ Contenido suficiente para "n” tests
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SCHEME OF THE ASSAY

Toxoplasma gondii IgG-ELISA

Assay Preparation

Prepare reagents and samples as described.

Establish the distribution and identification pfan all specimens and standards on the form
supplied in the Kkit.

Select the required number of microtiter stripsvelis and insert them into the holder.

Assay Procedure

SE?:;Late Standard| Standard| Standard| Standard Sample
(e.g. Al) A B C D (diluted 1+100)
Standard A - 100ul - - - -
Standard B - - 100ul - - -
Standard C - - - 100ul - -
Standard D - - - - 100ul -
Sample ) ) i i i
(diluted 1+100) 100pl

Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 1 h at 37°C
Wash each well three times with 300l of washingtsm
Conjugate | - | 1o00ul| 100ul]  100ul 1004l 100pl
Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 30 min at room temperature
Wash each well three times with 300l of washingtsm

TMB Substrate | 100ul | 100ul]  100ul 100y 1004l 100ul
Incubate for exactly 15 min at room temperature inthe dark
Stop Solution | 100ul | 100ul| 100 100y] 1004l 100yl

Photometric measurement at 450 nm (reference wagtie620 nm)

NovaTec Immundiagnostica GmbH
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Email :info@NovaTec-ID.com
Internet:www.NovaTec-1D.com
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