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COXIELLA BURNETII IFA IgM

Fiir die In vitro diagnostik

PCOBUM: Kit fur die indirekte Antikdrper-Immunfluoreszenz
(IFA) zur Bestimmung von Coxiella burnetii 1IgM-Antikérpern in
humanem Serum/Plasma.

EINLEITUNG:

Q-Fieber ist eine Systemerkrankung, die durch Coxiella burnetii
verursacht wird und zu Fieber, atypischer Pneumonie, Hepatitis
oder Endokarditis fliihren kann. Die Diagnose beruht auf
serologischen Methoden, da eine Isolierung bei klinischen
Proben schwierig ist.

Antikorper gegen das Phase-llI-Antigen sind in der akuten Phase
der Krankheit vorherrschend. Die normalerweise verwendeten
Tests sind Komplementfixation (CF) und indirekter
Immunfluoreszenstest.

Der IFA-Test ist zum spezifischen Nachweis der IgM-Antwort
am sensitivsten und damit am besten geeignet. Im akuten
Stadium werden durch den IFA ab der zweiten
Krankheitswoche IgM-Antikérper nachgewiesen, die im dritten
Monat verschwinden. Der Einsatz des Tests in endemischen
Gebieten ist am sinnvollsten. Der maximale 1gG-Antikorper-
Titer wird mittels IFA 4-8 Wochen nach Beginn der Infektion
nachgewiesen, beim Einsatz von RFC (Komplementfixation)
nach 12 Wochen. Ein Titer von 256 kann als Bestatigung fir
eine akute oder vor kurzem durchgemachte Infektion
angesehen werden. In Fallen akuten Fiebers, bei denen IgG-
Antikérper mit hohem Titer nachgewiesen werden, ist auch das
Auftreten von IgM sehr wahrscheinlich.

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 COXIELLA BURNETII SLIDE: 10 Objekttrager zu je 10
Feldern beschichtet mit gereinigten C. burnetii Phase ll, Strain
Nine Mile (ATCC 616-VR), geziichtet in MRC-5-Zellen. Die
Bakterien werden mit Formaldehyd inaktiviert, mit Aceton
fixiert und zu 0,5 % im normalen Dottersack suspendiert, um
die Haftung zu verbessern und Bakterienanhaufung zu
verhindern.

|§|VIRCELL PBS: 1 Ampulle zur Zubereitung von 1 | PBS pH 7,2.
B VIRCELL COXIELLA IgM POSITIVE CONTROL: 200 pl positives
Testserum fir IgM (enthalt Natriumazid).

@ VIRCELL COXIELLA NEGATIVE CONTROL: 200 ul negative
Testserum (enthalt Natriumazid).

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

|§| VIRCELL MOUNTING MEDIUM: 3 ml Eindeckmedium:
gepuffertes Glycerol (enthalt Natriumazid).

VIRCELL ANTI HUMAN IgG GLOBULIN (SORBENT): 2 Ampullen
1,5 ml (Antihuman-IgG-Ziegenserum, enthalt
Natriumazid).

Sorbent

Bei 2-82C lagern, Verfallsdatum iiberpriifen

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

Rekonstituierte PBS

VIRCELL SLIDE

Ubrige Bestandteile Verpackung
bei 2-82C
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 Ldsung
niemals in die Ampullen zurtickgeben. 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 ausschlieRlich fir in-vitro diagnostische Zwecke. Nur
fiir den professionellen Einsatz.

2. Nur Kit-Bestandteile verwenden. Reagenzien aus Kits
unterschiedlicher Chargennummer oder von anderen
Herstellern diurfen nicht verwendet werden. Nur PBS,
Objekttrager, Sorbent und Eindeckmedium sind zu
gleichwertigen Substanzen anderer Artikelnummern und

N Vircell, S.L. Parque Tecnoldgico de la Salud, Avicena 8, 18016 Granada, Spain. Tel. +34 958 441 264 www.vircell.com




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. Sorbent, Konjugat und Kontrollen dieses Kits enthalten
Material tierischen Ursprungs. Die Kontrollen enthalten zudem
Substanzen humanen Ursprungs. Obwohl die Humanserum-
Kontrollen dieses Kits auf Hepatitis B Oberflaichen Antigen
(HBsAg), Hepatitis C Antikdrper und Human Immunodeficiency
Virus Antikorper getestet und fiir negativ befunden wurden,
sollten Kontrollseren und Patientenproben als potentiell
infektios angesehen und entsprechend behandelt werden. Die
Vertiefungen der Titerplatte sind mit inaktiviertem Antigen von
C. burnetii beschichtet. Trotzdem sollten auch sie als potentiell
infektios angesehen und mit der noétigen Vorsicht behandelt
werden. Gegenwartig kann keine Methode eine vollstiandige
Abwesenheit von infektidsen Bestandteilen versichern. Alle
Materialien sollten wie potentiell infektiése Stoffe entsorgt
werden. Beachten Sie die ortlichen Bestimmungen fir 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,
koénnen die Ergebnisse fehlerhaft sein.

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

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

13. Reagenzien nicht ldnger als unbedingt erforderlich
Raumtemperatur aussetzen.

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

15. Das Kit enthalt Glaselemente, die bei Bruch zu
Kérperverletzungen flhren konnen. Vorsichtig damit umgehen.
16. Prifen, dass die Sorbentzugabe zur Probe zu einer mit
bloBem Auge festzustellenden Immunprazipitation fihrt.

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 gekiihlt
zu lagern, wenn sie innerhalb der sieben auf die Entnahme
folgenden Tage verarbeitet werden. Verzogert sich die
Verarbeitung, sind sie bei —202C einzufrieren, wobei unnétiges
Einfrieren und Auftauen vermieden werden sollte, da dies zu
einer Verringerung des Immunglobulintiters und insbesondere
von IgM fihren konnte. Keine hyperlipamischen oder

verunreinigten Sera verwenden. Partikel aufweisende Sera
koénnen durch Zentrifugieren geklart werden.

TESTVORBEREITUNG:

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

TESTDURCHFUHRUNG:

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

2. 1/2 verdiinnung der Sera vornehmen, hierfiir 25 ul Serum in
25 ul PBS @ geben. Die Testsera E| und @ dirfen nicht verdiinnt
werden.

3. Verdiinnte Sera mit Anti-Human-IgG-Sorbent |7| behandeln,
hierfir 5 ul der Sera auf 25 pl Sorbent geben und kraftig
schitteln. Die Testsera |§| und EI dirfen weder verdlinnt noch
mit Sorbent behandelt werden. Behandelte Sera mit kénnen
einfach so benutzen oder koénnen abschleudern, um die
Serumprazipitation zu klaren, die den Test nicht beeinflusst.

4. 20 pl behandeltes Serum in jedes Feld von Objekttréiger
zugeben. Ebenso mit den Positiv- und Negativ Testseren @ und
Elverfahren.

5. 90 Minuten lang bei 372C in feuchter Kammer inkubieren.

6. Objekttrager kurz mit PBS spllen (vermeiden, PBS direkt auf
die Felder zu schitten). Objekttrager 10 Minuten lang in PBS
tauchen. Leicht mit destilliertem Wasser spilen.

7. Objekttrégerabtrocknen lassen.

8. Auf jedes Feld 20 pl Anti-Human-IgM-Lésung @l zugeben.
(Erfordert keine Verdinnung).

9. 30 Minuten lang bei 372C in feuchter Kammer inkubieren.
10. Schritte 6 und 7 wiederholen.

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

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

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
erhéltlich.

Dem Kontrollmaterial liegen als Referenz nachweislich intern
geprifte Serumplatten zugrunde.

TEST-VALIDIERUNG FUR ANWENDER:

Der Serumtiter ergibt sich aus der héchsten Verdiinnung, bei
der eine positive Reaktion festzustellen ist.
Positive Kontrolle: Fluoreszenz  mit
Morphologie, apfelgriin.

Negative Kontrolle: Fehlende Fluoreszenz

coco-bazillarer

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE:

Die Reaktion ist positiv, wenn fluoreszenz mit coco-bazillarer
Morphologie, apfelgriin festgestellt wird.

Die Reaktion ist negativ, wenn fehlende Fluoreszenz
festgestellt wird.
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Von den in der Beilage definierten Fluoreszenzmustern
abweichende Ergebnisse dirfen nicht als positiv interpretiert
werden.

Das Verhalten von IgG- und IgM-Antikérpern bei Priméar- und
Reinfektionen ist unterschiedlich. Bei einer Primarinfektion
treten 1gG und IgM in fast allen Fillen auf (IgM erscheint vor
IgG). Bei einer Reinfektion treten in allen Fallen keine IgM-
Antikorper auf und die IgG-Erkennung ist die einzige
Moglichkeit der Diagnose. Bei vielen Krankheiten kénnen im
ganzen Leben des Patienten hohe IgG-Titer bestehen, wahrend
sich IgM im Allgemeinen nur zwei oder drei Monate nach der
Krankheit im Serum halt. Sie sind daher ein wirkungsvoller
Marker fiir eine kirzliche Infektion.

EINSCHRANKUNGEN:

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

2. Der Benutzer dieses Kits sollte die Packungsbeilage
sorgféltige lesen und verstehen. Zur Erzielung zuverlassiger
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 frith im Verlauf einer Infektion genommene Proben
konnen eventuell keine erkennbaren 1gG-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-IgG
vor der Geburt passiv von der Mutter auf den Fetus lbertragen
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. Manche Sera konnen Antikérper aufweisen, die mit Ei-
Antigenen reagieren und fiihren zu einer Bodenfluoreszenz auf
dem zur Fixierung des Antigens an den Objekttrager benutzten
Dottersack. In diesen Fallen kdnnen diese Seren nicht mit der
Immunfluoreszenztechnik analysiert werden.

10. Die angegebenen Testergebnisse entsprechen
komparativen Studien mit kommerziellen pradikativen
Produkten in einer definierten Bevolkerungsstichprobe. Es
kénnen  kleine  Unterschiede zwischen verschiedenen
Bevolkerungen oder verschiedenen pradikativen Produkten
bestehen.

LEISTUNGSDATEN:

* SENSITIVITAT UND SPEZIFITAT:

Gegenlber von der indirekten Antikérper-Immunfluoreszenz
einer anderen Handelsfirma wurden 74-Serum/-Plasma-Proben
mit COXIELLA BURNETII IFA IgM getestet und dabei folgende
Ergebnisse erzielt:

Probe NR Sensitivitat Spezifitat
IgM 74 100% 97,6%

Die Sera, die keine spezifische Reaktion aufwiesen, wurden aus
den Endberechnungen ausgeschlossen.

* 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 Durchflihrungstag anderten.

In keinem Fall waren Schwankungen tiber 1 Titer festzustellen.

» KREUZREAKTIVITAT UND INTERFERENZEN:

Gegenliber  anderen  Bakterien der  Syndromgruppe
(Mycoplasma  pneumoniae, Chlamydophila  pneumoniae,
Legionella pneumophila), anderen phylogenetisch
nahestehenden Bakterien (Rickettsia  conorii) und

antinukledren Antikorpern wurden 20 als positiv bekannte
Proben ausgetestet.

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

* ANDERE INTERFERENZVERSUCHE:

Zur Bestimmung von Igm- und IgG-Antikorpern gegeniliber zwei
bakteriellen und zwei viralen Antigenen wurde an 25 Sera mit
Rheumafaktor ein IFA-Test durchgefihrt. AuRerdem wurde an
zwei weiteren fir jedes einzelne Antigen charakterisierten Sera
ein IFA-Versuch zur Bestimmung von IgG- und IgM-Antikorpern
durchgefiihrt. Zur IgM-Bestimmung wurden die Sera mit Anti-
IgG-Sorbent behandelt. Es bestatigte sich die Wirksamkeit der
Sorbentbehandlung zur Vermeidung von durch den
Rheumafaktor verursachten IgM-Interferenzen.

Die Wirksamkeit des empfohlenen Sorbent zur Vermeidung
falsch-negativer Ergebnisse durch IgG-Uberschuss wurde
nachgewiesen.
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BENUTZTE ETIKETTEN-SYMBOLE:

<
o

Fur die In vitro Diagnostik

Verwendbar bis (Verfallsdatum)

e

Bei x-yoC lagern

€

Inhalt ausreichend fiir <n>
Bestimmungen

LOT

Chargen-Nummer

Bestell-Nummer

Gebrauchsanleitung beachten

:

<X> Vertiefungen
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