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CHAGAS IFA IgG+IgM

Fiir die In vitro diagnostik

PCHAG: Kit fur die indirekte Antikdrper-Immunfluoreszenz
(IFA) zur Bestimmung von Trypanosoma cruzi Total-
Antikérpern in humanem Serum/Plasma.

EINLEITUNG:

Die Chagas-Krankheit wird durch den Parasiten Trypanosoma
cruzi verursacht, der auf Tiere und Menschen (ber
Insektenvektoren (Triatominae) Ubertragen wird, die nur in
Amerika vorkommen (hauptsachlich in landlichen Gebieten von
Lateinamerika). Personen konnen aulerdem durch die
Aufnahme von ungekochten Speisen angesteckt werden, die
mit Fadkalien von infizierten Insekten verunreinigt sind oder
durch kongenitale Ubertragung, Bluttransfusion,
Organtransplantationen oder unbeabsichtigte Exposition im
Labor. Man nimmt an, dass 8 bis 11 Millionen Personen in
Mexiko, Zentralamerika und Sidamerika an der Chagas-
Krankheit leiden, von denen die meisten aber gar nicht wissen,
dass sie infiziert sind. Wird die Krankheit nicht behandelt, kann
sie das ganze Leben andauern und sogar todlich sein.

Die Chagas-Krankheit weist zwei Phasen auf: eine akute Phase
und eine chronische Phase. Beide Phasen kdnnen symptomfrei
verlaufen oder potenziell tédlich sein. Die akute Phase endet
nach wenigen Wochen oder Monaten nach der Infektion.
Normalerweise verlauft die Krankheit symptomfrei oder zeigt
leichte Symptome (Fieber, Mattigkeit, Ko&rperschmerzen,
Kopfschmerzen, Hautauschlag, Appetitlosigkeit, Diarrhée und
Erbrechen). Das charakteristischste Merkmal fir die akute
Phase der Chagas-Krankheit ist als Romana-Zeichen bekannt,
das durch eine Schwellung des Augenlides gekennzeichnet ist,
das sich ndher am Stich befindet. Die Symptome verschwinden
im Allgemeinen nach wenigen Wochen, aber die Infektion
bleibt bestehen, wenn sie nicht behandelt wird. Selten sterben
junge Kinder (<5%) oder immungeschwéachten Patienten an
einer Infektion/Entziindung des Herzmuskels (Myocarditis)
oder des Gehirns (Meningoenzephalitis). Wahrend der
chronischen Phase kann die Infektion sogar jahrzehntelang
oder sogar das ganze Leben hindurch latent bleiben. In diesem
Stadium  entwickeln  einige  Personen  Herzprobleme
(Kardiomyopathie, Herzschwaéche, Herzstillstand,
Herzrhythmusstérungen) und Darmprobleme (Megaesophagus
oder Megacolon).

Die Bestimmung von Antikorpern ist die wichtigste Methode
fur die Diagnose der Chadas-Krankheit. Die am haufigsten
verwendeten Tests sind die indirekte Hamagglutination, die
indirekte Immunfluoreszenz und ELISA mit ganzen oder
halbgereinigten Antigenen von T. cruzi epimastigote. Diese
Tests haben eine hohe Sensibilitdt und Spezifitat gezeigt und
konnen als Routinetests standardisiert werden. Der indirekte
Immunofluoreszenz-Test basiert auf der Verwendung von auf
Glasobjekttragern fixierten Epimastigoten von T. cruzi.

PRINZIP DES TESTS:

Die Methode der indirekten Immunfluoreszenz basiert auf der
Reaktion der Antikorper der Probe mit dem an die Oberflache
des Objekttragers gebundenen Antigen. In der Probe
vorhandene spezifische Antikorper reagieren mit dem Antigen,
nicht-bindende Immunglobuline werden im Waschprozess
beseitigt. Im nachsten Schritt reagiert der Antigen-Antikorper-

Komplex mit Fluorescein- markiertem Antihumanglobulin und
wird durch Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht.

EIGENSCHAFTEN DES KITS:

Alle Reagenzien mit Ausnahme von PBS werden
gebrauchsfertig geliefert. Die Kit-Bestandteile sind zur
leichteren eindeutigen Identifizierung mit einer Nummer
versehen. Im Versuchsverfahren werden die Nummern der in
jedem Abschnitt zu verwendenden Reagenzien angegeben.

BESTANDTEILE DES KITS:

VIRCELL CHAGAS SLIDE: 10 Objekttrager zu je 10 Feldern mit
Epimastigote Formen von T. cruzi, geziichtet in LIT-Medium.
Die Stamme werden mit Formaldehyd inaktiviert und mit
Aceton fixiert.

|§|VIRCELL PBS: 1 Ampulle zur Zubereitung von 1 | PBS pH 7,2.
EI VIRCELL CHAGAS POSITIVE CONTROL: 200 ul positives
Testserum/Plasma (enthalt Natriumazid).

@ VIRCELL CHAGAS NEGATIVE CONTROL: 200 ul negative
Testserum/Plasma (enthalt Natriumazid).

@ VIRCELL ANTI-HUMAN IgT FITC CONJUGATE: 2 Ampullen mit
1,1 ml Fluorescein-markiertem Anti-Human-IgT-Konjugat in
Phosphatpuffer ~mit EiweiBstablisator, Evans-Blau und
Natriumazid.

|§| VIRCELL MOUNTING MEDIUM: 3 ml Eindeckmedium:

gepuffertes Glycerol (enthalt Natriumazid).

Bei 2-82C lagern, Verfallsdatum {iberpriifen

Zusatzlich bendtigte Materialien, die nicht im Kit enthalten
sind:

Geeignete Prazisionspipetten.

Inkubator/temperierbares Bad.

Destilliertes Wasser.

24x60 mm grolRes Objektdeckglas.

Fluoreszenzmikroskop und nach Herstellerempfehlungen
geeignete Filter

Feuchte Kammer

LAGERBEDINGUNGEN:

Das Kit ist bei der angegebenen Temperatur bis zum
Verfallsdatum stabil. Verwenden Sie die Komponenten des Kits
nicht mehr nach Ablauf des Verfalldatums. Das angegebene
Verfalldatum gilt immer dann, wenn die Komponenten
geschlossen bei derr angegebenen Temperatur gelagert
werden.

LAGERUNG DER ANGEBROCHENEN REAGENZIEN:
Reagenz Stabilitat
4 Monate bei 2-82C, stets
innerhalb des Verfallsdatums
Nach dem Offnen am
gleichen Tag verwenden
Datumsangabe auf
Verpackung
bei 2-82C

Rekonstituierte PBS

VIRCELL SLIDE

Ubrige Bestandteile
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STABILITAT UND HANDHABUNG DER REAGENZIEN:

Alle Reagenzien zur Vermeidung mikrobischer
Verunreinigungen unter aseptischen Bedingungen verwenden.
Nur zur Testdurchfiihrung erforderliche Menge an Sorbent,
Kontrollen, PBS und Konjugat benutzen. Restliche Loésung
niemals in die Ampullen zuriickgeben. Die PBS muss nach
erfolgter Zubereitung bei 2-82C gelagert und darf bei Tribung
nicht verwendet werden.

VIRCELL, S.L. ist nicht verantwortlich fur Fehler, die durch eine
falsche Handhabung der Reagenzien dieses Kits verursacht
wurden.

EMPFEHLUNGEN UND VORSICHTSMABNAHMEN:

1. Einsatz ausschlieBlich flr in-vitro diagnostische Zwecke. Nur
fir den professionellen Einsatz.

2. Nur Kit-Bestandteile verwenden. Reagenzien aus Kits
unterschiedlicher Chargennummer oder von anderen
Herstellern durfen nicht verwendet werden. Nur PBS,
Objekttrager, Sorbent und Eindeckmedium sind zu
gleichwertigen Substanzen anderer Artikelnummern und
Chargen von IFA VIRCELL kompatibel. Die Gbrigen Bestandteile
sind unter verschiedenen Kits kompatibel, wenn deren
Chargennummer Ubereinstimmt.

3. Fur jeden Testschritt neue Pipettenspitzen verwenden. Nur
sauberes, vorzugsweise Einweg-Material verwenden.

4. Keine beschadigten Kits verwenden.

5. Nicht mit dem Mund pipettieren.

6. Konjugat und Kontrollen dieses Kits enthalten Material
tierischen Ursprungs. Die Kontrollen enthalten zudem
Substanzen humanen Ursprungs. Obwohl die
Humanserum/Plasma-Kontrollen dieses Kits auf Hepatitis B
Oberflachen Antigen (HBsAg), Hepatitis C Antikérper und
Human Immunodeficiency Virus Antikdrper getestet und fir
negativ befunden wurden, sollten Kontrollseren und
Patientenproben als potentiell infektios angesehen und
entsprechend behandelt werden. Die Vertiefungen der
Titerplatte sind mit inaktiviertem Antigen von T. cruzi
beschichtet. Trotzdem sollten auch sie als potentiell infektios
angesehen und mit der noétigen Vorsicht behandelt werden.
Gegenwartig kann keine Methode eine vollstindige
Abwesenheit von infektidsen Bestandteilen versichern. Alle
Materialien sollten wie potentiell infektiése Stoffe entsorgt
werden. Beachten Sie die ortlichen Bestimmungen fur die
Entsorgung von klinischem Material.

7. Aufgrund des Natriumazidgehalts (Konzentration <0,1%) ist
der Kontakt von Konjugat, Sorbent, Eindeckmedium und
Kontrollen mit Sduren und Schwermetallen zu vermeiden.

8. Aufgrund des Glycerolgehalts ist der Kontakt des
Eindeckmediums mit Sduren zu vermeiden. Keinen hohen
Temperaturen aussetzen.

9. Evans-Blau (Konzentration <0,1%) ist krebserregend. Haut-
und Augenkontakt vermeiden. Betroffene Flache bei Kontakt
mit Wasser abwaschen und einen Arzt rufen.

10. Nur die fin diesem Prospekt beschriebenen Protokolle
benutzen. Entsprechen die in diesem Test eingesetzten
Inkubationsintervalle oder —temperaturen nicht den Angaben,
konnen die Ergebnisse fehlerhaft sein.

11. Die Kreuzverunreinigung durch Serum/Plasma
verschiedener Patienten auf einem Objekttrager kann zu
fehlerhaften Ergebnissen fuihren. Zur Vorbeugung erforderliche
Vorkehrungen treffen.

12. Die Optik des Mikroskops, die Wartung und die Art der
Lichtquelle konnen die Fluoreszenzqualitat beeintrachtigen.

13. Reagenzien nicht langer als unbedingt erforderlich
Raumtemperatur aussetzen.

14. Jeder Objekttrager ist nur einmal zu benutzen. Er darf
weder geteilt, noch durfen unbenutzte Felder
wiederverwendet werden.

15. Das Kit enthdlt Glaselemente, die bei Bruch zu
Kérperverletzungen flhren konnen. Vorsichtig damit umgehen.

PROBENGEWINNUNG UND HANDHABUNG:

Das Blut muss unter aseptischen Bedingungen durch
Venenpunktionstechniken von erfahrenem Personal
entnommen werden. Zur Vermeidung von
Probenverunreinigungen wird der Einsatz aseptischer oder
steriler Techniken empfohlen.

Die Sera sind bei 2-82C gekihlt zu lagern, wenn sie innerhalb
der sieben auf die Entnahme folgenden Tage verarbeitet
werden.

Verzogert sich die Verarbeitung, sind sie bei -20°C
einzufrieren, wobei unnétiges Einfrieren und Auftauen
vermieden werden sollte, da dies zu einer Verringerung des
Immunglobulintiters und insbesondere von IgM fiihren kénnte.
Keine hyperlipamischen oder verunreinigten Sera verwenden.
Partikel aufweisende Sera kénnen durch Zentrifugieren geklart
werden.

TESTVORBEREITUNG:

Das einzige vor der Testdurchfihrung vorzubereitende
Reagenz ist die PBS. Hierfiir den Inhalt von Ampulle @ auf 1
Liter destilliertes Wasser zugeben und bis zur vollstdndigen
Auflésung schitteln. Nach erfolgter Zubereitung bei 2-82C
aufbewahren.

TESTDURCHFUHRUNG:

1. Reagenzien und Objekttrager vor deren Offnung auf
Raumtemperatur bringen.

2. 1/40 und 1/80 verdiinnung der Sera vornehmen, hierfir 10
ul Serum/Plasma in 390 ul PBS @ geben, mit einer Verdiinnung
von 1/40 beschriften. Mit 50 ul PBS (Verdiinnung 1/80) doppelt
verdiinnen. Die Testsera @ und dirfen nicht verdiinnt
werden.

3. 20 pl 1/40 und 1/80 verdiinnung Objekttrager Zwei Mulden
zugeben. Ebenso mit den Positiv- und Negativ Testseren @
und Elverfahren.

4. 30 Minuten lang bei 372C in feuchter Kammer inkubieren.

5. Objekttrager kurz mit m PBS sptlen (vermeiden, PBS |§| direkt
auf die Felder zu schitten). Objekttrager 10 Minuten lang in
PBS tauchen. Leicht mit destilliertem Wasser spiilen.

6. Objekttrégerabtrocknen lassen.

7. Auf jedes Feld 20 pl Anti-Human-IgT-Losung @ zugeben.
(Erfordert keine Verdinnung).

8. Schritte 4, 5 und 6 wiederholen.

9. Auf jedes Feld einen kleinen Tropfen Eindeckmedium @
zugeben und Deckglas aufsetzen.

10. So schnell wie mdglich bei 400x VergroBerung unter dem
Fluoreszenzmikroskop untersuchen. Andernfalls bis zur
Betrachtung hochstens 24 Stunden lang bei 2-82C dunkel
lagern.

11. Falls bei diesen Screening-Verdliinnungen positive
Ergebnisse erhalten werden, die Sera mit Verdiinnungen von
bis zu 1/640 erneut untersuchen.
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INTERNE QUALITATSKONTROLLE:

Jede Charge wird einer internen Qualitatskontrolle unterzogen,
bevor einer Freigabe unter Spezifikationen zugestimmt wird,
die strenger als die fiir den Anwender sind. Die endgiltigen
Ergebnisse der Qualitatskontrolle jedes einzelnen Artikels sind
erhaltlich.

Dem Kontrollmaterial liegen als Referenz nachweislich intern
geprifte Serumplatten/Plasma zugrunde.

TEST-VALIDIERUNG FUR ANWENDER:

Der Serumtiter/ Plasma ergibt sich aus der hochsten
Verdilinnung, bei der eine positive Reaktion festzustellen ist.
Positive Kontrolle: Periphere, zytoplasmatische und flagellare
Fluoreszenz.

Negative Kontrolle: Rote Zellschablone.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE:

Der Titer des Serums/Plasma ergibt sich durch die maximale
Verdiinnung, bei der eine positive Reaktion beobachtet wird.
Die Reaktion ist positiv, wenn Periphere, zytoplasmatische und
flagellare Fluoreszenz festgestellt wird

Die Reaktion ist negativ, wenn eine rote Zellschablone
festgestellt wird.

Von den in der Beilage definierten Fluoreszenzmustern
abweichende Ergebnisse diirfen nicht als positiv interpretiert
werden.

Die Prasenz von Antikdrpern bei einem Titer von 1/80 lasst auf
eine Infektion schlieBen. Allerdings sollten die Sera bei dieser
Verdiinnung titriert werden.

EINSCHRANKUNGEN:

1. Der Kit ist fir die Untersuchung von humanem
Serum/Plasma.

2. Der Benutzer dieses Kits sollte die Packungsbeilage
sorgfiltige lesen und verstehen. Zur Erzielung zuverldssiger
Ergebnisse muss streng das Protokoll befolgt werden. Dies
bezieht sich insbesondere auf die richtige Pipettierung von
Proben und Reagenzien, Waschen und Inkubationszeiten.

3. Die Probenergebnisse sind in Verbindung mit klinischer
Beurteilung und sonstigen Diagnoseverfahren zu bewerten.

4. Dieser Test zeigt nicht den Infektionsort. Er kann eine
Erregerisolierung nicht ersetzen.

5. Wenn kein signifikantes Ansteigen des Antikorper-Niveaus
vorhanden ist, bedeutet dies nicht, dass eine Infektion
ausgeschlossen werden kann.

6. Sehr frih im Verlauf einer Infektion genommene Proben
kénnen eventuell keine erkennbaren IgG-Anteile enthalten. In
diesen Fallen wird die Durchfiihrung eines Versuchs zur IgM-
Bestimmung oder eine zweite Probennahme nach Ablauf von
14 bis 21 Tagen empfohlen, die dann zur Bestimmung einer
Serokonversion parallel zur Originalprobe zu testen ist.

7. Bei der Erkennung von IgG bei Neugeborenen erzielte
Ergebnisse sind mit Vorsicht zu interpretieren, da Mutter-1gG
vor der Geburt passiv von der Mutter auf den Fetus tbertragen
wird. Bei Kindern unter sechs Monaten ist die IgM-Bestimmung
der bessere Infektionsindikator.

8. Fiir die Diagnose einer Infektion sollten niemals nur die
Ergebnisse der Antikorperbestimmung einer einzigen Probe
herangezogen werden. Eine paarweise Testung der Proben
(akut und latent) sollte erfolgen, um eine Serokonversion oder
einen signifikanten Titeranstieg nachzuweisen.

9. Bei der Chagas-Krankheit kann eine starke Immunantwort
durch indirekte Immunofluoreszenz bestimmt werden. In
endemischen Bereichen kann es zu Kreuzreaktionen mit
Leishmania infantum kommen, weshalb die Ergebnisse durch
alternative Techniken bestatigt werden sollten.

10. Bei Patienten mit antinukledren Antikdrpern kann ein
Fluoreszenzmuster auf dem Kinetoplast und dem Kern
auftreten, das nicht als spezifisch oder indikativ fur eine
Krankheit betrachtet werden darf.

11. Die angegebenen Testergebnisse entsprechen
komparativen Studien mit kommerziellen pradikativen
Produkten in einer definierten Bevdlkerungsstichprobe. Es
konnen kleine Unterschiede zwischen verschiedenen
Bevolkerungen oder verschiedenen pradikativen Produkten
bestehen.

LEISTUNGSDATEN:

* SENSITIVITAT UND SPEZIFITAT:

TEST 1:

107 Serumproben/Plasma wurden vergleichsweisend mit
CHAGAS IFA IgG+IgM gegenliber einem kommerzielles ELISA-
Set, Die Ergebnisse lauteten wie folgt:

Probe NR Sensitivitat Spezifitat
IgG+IgM 107 100% 98,6%
Unbestimmte Werte wurden aus den Endberechnungen
geldscht.

TEST 2:

71 Serumproben/Plasma wurden vergleichsweisend mit
CHAGAS IFA IgG+IgM gegenliber einem kommerzielles ELISA-
Set, Die Ergebnisse lauteten wie folgt:

Probe NR Sensitivitat Spezifitat
IgG+IgM 71 100% 100%
Unbestimmte Werte wurden aus den Endberechnungen
geldscht.

* INTRA-ASSAY GENAUIGKEIT:

Es wurde 3 (2 positive und 1 negatives) Sera titriert und unter
gleichen Arbeitsbedingungen einzeln in Finfergruppen in
einem einzigen von der gleichen Person durchgefiihrten
Versuch pipettiert.

In keinem Fall waren Schwankungen Uber 1 Titer festzustellen.

* INTER-ASSAY GENAUIGKEIT:

Es wurden 3 (2 positive und 1 negatives) Sera titriert und
einzeln unter 5 verschiedenen Bedingungen pipettiert, bei
denen sich die Person oder der Durchfiihrungstag anderten.

In keinem Fall waren Schwankungen tiber 1 Titer festzustellen.

o KREUZREAKTIVITAT UND INTERFERENZEN:

22 Proben, die positiv auf Leishmania reagieren, wurden auf
IgG+IgM getestet.

Die getesteten Proben ergaben negative Ergebnisse und
bewiesen dabei die spezifische Reaktion des Versuchs ohne
von den beschriebenen Stoffen verursachte Kreuzreaktion oder
Interferenzen.
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BENUTZTE ETIKETTEN-SYMBOLE:

<
o

Fur die In vitro Diagnostik

Verwendbar bis (Verfallsdatum)

Bei x-y2C lagern

Inhalt ausreichend fiir <n>
Bestimmungen

©

LOT Chargen-Nummer

Bestell-Nummer

Gebrauchsanleitung beachten

:

| X || <x> Vertiefungen
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Bei Fragen wenden Sie sich bitte an:
customeservice@vircell.com
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