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ISTRUZIONI PER L’USO
ENZYWELL
TOXOPLASMA IgA
91043 (Italiano)

1. UTILIZZAZIONE
KIT IMMUNOENZIMATICO PER LA DETERMINAZIONE QUALITATIVA DEGLI ANTICORPI IgA
ANTI TOXOPLASMA GONDII NEL SIERO UMANO.

2. INTRODUZIONE

Il Toxoplasma gondii € un protozoo ubiquitario capace di infettare tutte le specie di mammiferi. Nell'uomo studi
sierologici indicano che una alta percentuale della popolazione adulta ¢ stata infettata da questo parassita.

La malattia & particolarmente seria durante la gestazione in quanto viene trasmessa dalla madre al feto provocando
gravi malformazioni.

Per quest'ultimo motivo & importante conoscere il titolo anticorpale all'inizio della gravidanza e nei soggetti non
immuni controllare con frequenti analisi se si verifica sieroconversione. 1l dosaggio delle IgA risulta particolarmente
utile per stabilire sierologicamente la fase acuta della malattia.

3. PRINCIPIO DEL METODO

Il test & basato sul principio ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay).

L'antigene da Toxoplasma gondii purificato ed inattivato viene legato alla fase solida (strip di pozzetti 1x8). Per
incubazione con siero umano diluito le immunoglobuline specifiche si legano all'antigene.

Dopo lavaggi per eliminare le proteine che non hanno reagito, si effettua lI'incubazione con il coniugato costituito da
anticorpi monoclonali anti IgA umane marcati con perossidasi.

Si elimina il coniugato che non si € legato e si aggiunge il substrato per la perossidasi.

Il colore che si sviluppa & proporzionale alla concentrazione degli anticorpi specifici presenti nel siero in esame.

4. COMPOSIZIONE DEL KIT E PREPARAZIONE DEI REAGENTI

- | reagenti sono sufficienti per 96 determinazioni.
- Portare i reagenti a temperatura ambiente prima dell*uso.

MICROPIASTRA 12 x 8 pozzetti sensibilizzate con Toxoplasma gondii.

Uso: Aprire l'involucro della piastra dalla parte opposta al codice (T seguita dal numero di lotto) che & utile per la sua
identificazione; prendere il supporto e gli strips necessari. Riporre gli altri non utilizzati nella busta di politene con il
gel di silice; fare uscire l'aria e sigillare premendo sulla chiusura.

CONTROLLO POSITIVO 1x1.6 mL

Contenuto: Siero umano contenente un alto titolo di anticorpi IgA anti Toxoplasma g. diluito in tampone fosfato 0.01
mol/L con BSA 1% e sodio azide 0.09%, liquido, pronto all'uso senza ulteriore diluizione.

Colore: il colore & proporzionale al titolo anticorpale.

ICONTROL CUT-OFF] CONTROLLO CUT OFF 1x2 mL

Contenuto: Siero umano contenente un basso titolo di anticorpi IgA anti Toxoplasma g. diluito in tampone fosfato 0.01
mol/L con BSA 1% e sodio azide 0.09%, liquido, pronto all'uso senza ulteriore diluizione.

Colore: il colore & proporzionale al titolo anticorpale.

CONJ| CONIUGATO 1x 16 mL
Contenuto: una soluzione di anticorpi monoclonali anti IgA umane marcati con perossidasi in tampone fosfato con
fenolo 0,05% e Bronidox 0,02%. Pronto all'uso senza ulteriore diluizione.

[lgA CONTROL -| IgA CONTROLLO NEGATIVO 1x 1.6 mL
Contenuto: Siero umano in tampone fosfato 0.01 mol/L contenente BSA 1% e sodio azide 0,09%, liquido, pronto
all'uso senza ulteriore diluizione.
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WASH BUF 10X TAMPONE DI LAVAGGIO 10X (PF93603) 1 x 100 mL INTERCAMBIABILE FRA LOTT]|
Contenuto: Soluzione salina tamponata (PBS) concentrata 10 volte contenente Brij 0.5% .

Preparazione: Diluire il volume richiesto 1:10 con acqua distillata per ottenere il tampone di lavaggio pronto all'uso. Se
sono presenti cristalli, discioglierli a 37°C prima di diluire.

lgA SAMP DIL 50x | IgA DILUENTE 50X (PF93703) 1 x 4.5 mL

Contenuto: Soluzione proteica concentrata 50x, con anticorpi monoclonali anti-lgG umane, fenolo 0,05% e Bronidox
0,02%.

Preparazione: Diluire il volume richiesto 1:50 nel tampone di lavaggio per avere il diluente pronto all'uso.

SUBS TMB| SUBSTRATO (PF93619) 1x12 mL INTERCAMBIABILE FRA LOTT]|
Pronto all'uso.
Contenuto: Tetrametilbenzidina 0,26 mg/mL ed H202 0,01% stabilizzati in tampone citrato 0,05 mol/L (pH 3,8).

H>SOs 0.3 M | SOLUZIONE BLOCCANTE (PF93602) 1 x 16 mL INTERCAMBIABILE FRA LOTTI|
Soluzione di H,S04 0,3 mol/L pronta all'uso.

PELLICOLA PROTETTIVA (2).
BUSTA DI POLIETILENE (1).

ALTRO MATERIALE RICHIESTO, MA NON FORNITO
e Incubatore a 37°C
o Lettore di micropiastre(lunghezza d'onda 450 o0 450/620 nm, con linearita fino ad OD >=2,000)
e Lavatore di micropiastre (non indispensabile) capace di dispensare volumi da 225-375 pl
e Acqua distillata o deionizzata
o Normale vetreria di laboratorio: cilindri, provette, ecc.
e Micropipette capaci di prelevare accuratamente 10, 100, 1000 ul di soluzione

Guanti mono-uso

Contaminuti

Soluzione al 5% di sodio ipoclorito

Contenitori per la raccolta di materiali potenzialmente infetti

Carta assorbente

5. MODALITA’ DI CONSERVAZIONE E STABILITA’ DEI REAGENTI
| reagenti devono essere conservati a 2/8°C.
La data di scadenza & stampata su ogni componente e sull’etichetta esterna della confezione.

| Reagenti hanno una stabilita limitata dopo apertura e/o preparazione:

REAGENTE CONDIZIONI

MICROPIASTRA 5 settimane 2/8°C busta di polietilene

SIERI DI CONTROLLO 5 settimane 2/8°C

CONIUGATO 5 settimane 2/8°C

SUBSTRATO fino alla scadenza a 2/8°C, 1 settimana a15/30°C; conservare al buio
IgA DILUENTE CAMPIONI p.uso 2 settimane 2/8°C

TAMPONE DI LAVAGGIO p.uso 2 settimane 2/8°C, 5 gg 15/30 °C

SOLUZIONE BLOCCANTE fino alla scadenza a 2/8°C

6. PRECAUZIONI ED AVVERTENZE

SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO. CONSERVARE A 2-8°C

Attenzione:

Questo kit contiene materiali di origine umana che sono stati testati e trovati negativi con test approvati dall’FDA
sia per la ricerca di HbsAg che per quella degli anticorpi anti-HIV-1, anti-HIV-2 ed anti-HCV.. Poiché nessun test
diagnostico pud offrire una completa garanzia sull'assenza di agenti infettivi, qualunque materiale di origine
umana deve essere considerato potenzialmente infetto. Tutti i reagenti e i campioni devono essere maneggiati
secondo le norme di sicurezza normalmente adottate in laboratorio.

Smaltimento dei residui: i campioni di siero e i reagenti usati devono essere trattati come residui infetti, quindi
smaltiti in accordo alle disposizioni di legge vigenti.
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Avvertenze per la sicurezza personale

1.

2.

Non pipettare con la bocca. Usare guanti monouso e protezione per gli occhi nel maneggiare i campioni e durante
la prova. Lavare accuratamente le mani una volta terminato il test.
| seguenti reagenti contengono concentrazioni basse di sostanze dannose o irritanti:

a) Il tampone di lavaggio contiene detergenti

b) 1l coniugato contiene fenolo

c) Il substrato é acido

d) I controlli contengono Sodio Azide (0.09%) che, con piombo e rame pud formare depositi altamente

splosivi di metallo azidi.

Se un reagente viene a contatto con la pelle o con gli occhi, lavare abbondantemente con acqua.
Le apparecchiature non disposable devono essere sterilizzate dopo I'uso, ponendo preferibilmente in autoclave per
1 ha121°C; i disposables devono essere autoclavati o inceneriti.
L'acido solforico contenuto nello Stop Solution e I'acido cloridrico usato per lavare la vetreria sono corrosivi; tali
sostanze devono essere adoperate con cautela. In caso di contatto con la pelle o gli occhi, lavare abbondantemente
con acqua.
Acidi neutralizzati ed altri rifiuti liquidi devono essere disinfettati aggiungendo sodio ipoclorito in un volume
sufficiente da ottenere una concentrazione finale almeno dell'1%. Un'esposizione al sodio ipoclorito all'1% per 30
minuti dovrebbe essere sufficiente per garantire una disinfezione efficace.
Eventuali versamenti di materiali potenzialmente infetti devono essere rimossi immediatamente con carta
assorbente e la zona inquinata dovra essere pulito, per esempio con sodio ipoclorito all'1%, prima di proseguire il
lavoro. Se € presente un acido, il sodio ipoclorito non deve essere usato prima che la zona sia stata asciugata. Tultti
i materiali utilizzati per pulire eventuali versamenti accidentali, compresi guanti, devono essere scartati come rifiuti
potenzialmente infetti. Non mettere in autoclave materiali contenenti sodio ipoclorito.

Avvertenze analitiche

1.

© o~

10.

11.

12.
13.

7.

Prima dell'uso, portare tutti i reagenti ed i campioni a temperatura ambiente (18-30°C). Riporre i reagenti alla
temperatura di conservazione raccomandata immediatamente dopo l'uso. E' importante disporre di una corretta
termostatazione per I'incubazione delle strip. Controllare che il termostato non scenda sotto i 35°C e non
salga oltre i 39°C.
Aprire la busta contenente le strip dopo almeno mezz'ora a temperatura ambiente.
Non utilizzare i reagenti dopo la data di scadenza. Evitare I'inquinamento microbico dei reagenti poiché cid riduce
la validita del prodotto e pud dare luogo a risultati errati.
Non modificare la Procedura, né sostituire i reagenti con quelli di altri produttori o da altri lotti, a meno che non sia
specificamente riportato che il reagente & intercambiabile fra lotti. Non ridurre i tempi di incubazione
raccomandati.
Tutta la vetreria da utilizzare nel test deve essere lavata accuratamente con acido cloridrico 2M e sciacquata con
acqua distillata o deionizzata.
Non esporre i reagenti a forte illuminazione né a vapori di ipoclorito durante la conservazione e le fasi di
incubazione.
Evitare che i pozzetti si secchino durante il test.
Evitare la contaminazione incrociata fra reagenti. E' importante adoperare delle pipette "dedicate™ per l'uso.
Evitare di toccare il bordo del pozzetto con il coniugato. Non soffiare sulle micropiastre.
| dosaggi immunoenzimatici possono talvolta presentare un particolare effetto sul bordo (“edge effect"); si puo
minimizzare tale effetto aumentando lI'umidita durante le fasi di incubazione. Le piastre devono essere coperte con
i copripiastre ed incubate a 37°C o in bagnomaria usando un sostegno per le piastre, o in incubatore. In
alternativa, le piastre si possono incubare in un analizzatore adatto. Per ulteriori dettagli consultare l'apposito
manuale operativo dello strumento. Non si possono utilizzare incubatori a CO».
Prima di leggere la piastra, assicurarsi che il fondo della piastra sia pulito ed asciutto e che non ci siano bolle d'aria
sulla superficie del liquido.
Puo essere fonte di errori I'uso di campioni fortemente emolizzati, siero non completamente coagulato, o campioni
che presentano inquinamento microbico.
L’utilizzo del kit su strumenti automatizzati deve essere validato da parte dell’utilizzatore.
Leggere il manuale operativo relativo a qualsiasi strumento utilizzato, ed in particolare con riferimento ai seguenti
punti:

- installazione e requisiti particolari

- principio operativo, istruzioni, precauzioni, rischi

- specifiche del produttore e performance dello strumento

- manutenzione e assistenza tecnica

TIPO DI CAMPIONE E CONSERVAZIONE
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Il tipo di campione & rappresentato da siero ottenuto per normale venipuntura e maneggiato con appropriati
accorgimenti come richiesto nelle procedure standard di laboratorio. 1l siero fresco pud essere mantenuto per 4 giorni a
2/8°C per periodi maggiori a —20°C e puo0 subire fino ad un massimo di 3 scongelamenti. Evitare I’uso di congelatori
auto sbrinanti per la conservazione dei campioni. | campioni scongelati devono essere agitati con cura prima del
dosaggio. L’inattivazione al calore puo fornire risultati erronei. La qualita del campione pud essere seriamente
influenzata dalla contaminazione microbica che pud portare a risultati erronei.

Campioni fortemente lipemici, itterici o inquinati non dovrebbero essere utilizzati.

1l test non & applicabile al plasma umano.

8. PROCEDIMENTO

- Preparare le strip necessarie.

- Preparare il tampone di lavaggio diluendo il Wash Buffer 10x (100 mL + 900 mL H20).

- Preparare il diluente dei campioni aggiungendo I’IgA DILUENT 50x al tampone di lavaggio (0.5 mL per 25 mL).

Diluire i campioni 1:101 dispensando 10 pL di siero in 1 mL di diluente, distribuire 100 pL di ciascun campione
diluito, per pozzetto (& preferibile effettuare I'analisi in duplicato). In uno strip porre i controlli NON DILUITI (100 pL
per pozzetto). Il requisito minimo indispensabile & di 1 controllo negativo, 2 cut-off e 1 positivo. Prevedere un pozzetto
libero per effettuare il bianco usando solo 100 uL della miscela substrato.

Si coprono i pozzetti con la pellicola protettiva e si pone ad incubare per 45 min. a 37°C. Dopo 4 lavaggi della durata di
30 secondi ciascuno (300 uL) si aggiungono 100 pL del coniugato per ciascun pozzetto e si pone di nuovo ad incubare
per 45 min. a 37°C coprendo i pozzetti con la pellicola protettiva. Si lava di nuovo la piastra per 4 volte come descritto
sopra, quindi si distribuisce il Substrato, 100 uL/pozzetto. Dopo 15 min. a temperatura ambiente si blocca la reazione
enzimatica con 100 pL di Stop Solution. Si legge la Assorbanza (O.D.) a 450 nm o a 450/620 nm entro 30 min.

9. SCHEMA DEL SAGGIO|

STEP 1 Mettere 100 pL di siero diluito/bianco/controlli nei pozzetti dello strip.
incubare 45 min. a 37°C
lavare 4 volte (300 uL)
STEP 2 Mettere 100 pL di coniugato per pozzetto
incubare 45 min. a 37°C
lavare 4 volte (300 pL)
STEP 3 mettere 100 uL di Substrato per pozzetto
incubare 15 min. a t.a.
STEP 4 aggiungere 100 pL di Stop Solution
leggere I'0.D. a 450 nm entro 30 min.
10. VALIDAZIONE DEL TEST
Togliere il valore del bianco (<= 0.150) a tutte le altre letture. I valori in O.D. del siero di controllo Cut-off devono
essere entro il 25% del valore medio se testato in triplicato. Scartare eventualmente il valore aberrante e ricalcolare la
media. Il valore del Cut-off deve essere almeno 0.2 di O.D. Il positivo deve avere O.D. pari almeno a 1.5 volte il Cut-

off. 1l rapporto fra Negativo e Cut-off deve essere <= 0.6. La D.O. del cut-off deve essere >=0,2a450 nme >=0,16 a
450/620 nm.

11. INTERPRETAZIONE DEL TEST

Calcolare il rapporto fra il valore della D.O. del campione in esame e quello del Cut-Off.(Index) Il campione sara
giudicato:

Positivo: quando il rapporto (Index) & > 1.2.

Dubbio: = quando il rapporto (Index) + 20% del Cut-Off.

Negativo: quando il rapporto(Index) & <0.8.

In caso di risultato dubbio ripetere il test. Se il risultato rimane dubbio, ripetere il prelievo.

12. LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA
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Il livello delle IgM anti-Toxoplasma pud essere determinato usando il kit Toxoplasma IgM. Alternativamente, si
analizzera un secondo campione prelevato 8-14 giorni piu tardi, per verificare un eventuale aumento delle IgA.
Il risultato del test deve essere comunque valutato insieme a dati provenienti da altre procedure diagnostiche.

13. SPECIFICITA’ ANALITICA

Campioni contenenti potenziali interferenti quali il Fattore reumatoide possono alterare le prestazioni del test.
Campioni di donne in stato gravidanza reattive per anticorpi IgG anti Toxoplasma e non reattive per anticorpi IgM
specifici non interferiscono nel test.

14. SENSIBILITA' E SPECIFICITA' DIAGNOSTICA

In una sperimentazione clinica, sono stati analizzati 135 campioni, di cui 29 appartenenti a soggetti con infezione acuta
(IgM positivi) . I campioni sono stati analizzati con un altro metodo immunoenzimatico commerciale:.

| risultati sono qui di seguito riassunti:

Altro metodo
POS NEG
Diesse POS 27 2
NEG 2 104

La sensibilita e specificita diagnostica del metodo risultano essere rispettivamente 93% (78-98% IC al 95%) e 98% (93-
99% IC al 95%)

15. PRECISIONE

Tab.1 Precisione nella prova (n=6)

Campione D.O. media D.S. CV%
S1 0.112 0.01 9
S2 0.743 0.036 5
S3 1.307 0.056 4

Tab.2 Precisione tra prove e tra lotti (n=5)

Index Media CV%
Campione S1 0.3 26
Campione S2 2.1 24
Campione S3 3.8 9

16. GUIDA Al PROBLEMI DI UTILIZZO

PROBLEMA POSSIBLI FONTI DI ERRORE | AZIONI DA INTRAPRENDERE
Seduta invalida (tutti negativi) Uno o piu reagenti non sono stati Controllare nuovamente la procedura.
aggiunti oppure sono stati aggiunti Controllare se qualche reagente non é stato
in ordine errato aggiunto.
Ripetere il test.
Piastra non reattiva Controllare il codice sulla busta della piastra

(vedi istruzioni per 1uso punto 4 per il
codice corretto).

Controllare la presenza di umidita nella
piastra inutilizzata. (11 gel di silice deve
essere giallo pallido) Ripetere il test.

Seduta invalida (tutti positivi) Inguinamento del substrato Prelevare una nuova aliquota del substrato.
Lavaggio inadeguato Assicurarsi del buon funzionamento del
lavatore
Scarsa precisione Aspirazione inadeguata dei pozzetti | Assicurarsi del buon funzionamento del
lavatore
Errore del pipettamento Controllare il funzionamento della pipetta

Aggiunta dei reagenti troppo lenta Evitare I’essiccamento della piastra dopo il
lavaggio. Aggiungere i reattivi
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immediatamente.

Presenza di bolle d’aria

Evitare la formazione di bolle d’aria durante
il pipettamento

Percorso ottico non limpido

Controllare la fonte luminosa per la presenza
di sporco. Pulire il fondo della piastra con
fazzoletto di carta.

Insufficiente sviluppo di colore

non corretto

Tempo o temperatura di incubazione | Verificare il monitoraggio della temperatura

ed il tempo di incubazione

Seguire attentamente le istruzioni per I’uso.

Substrato aggiunto in volume
inadeguato

Controllare il funzionamento della pipetta.
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INSTRUCTIONS FOR USE

ENZYWELL
TOXOPLASMA IgA

91043 (English)

1. INTENDED USE
IMMUNOENZYMATIC KIT FOR THE QUALITATIVE DETERMINATION OF IgA-CLASS ANTIBODIES
AGAINST TOXOPLASMA GONDII IN HUMAN SERUM.

2. SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

Toxoplasma gondii is a ubiquitous protozoa which causes infection in all species of mammals. In man, serological
studies have shown that a high percentage of the adult population becomes infected by this parasite. The disease is
particularly dangerous during pregnancy, being transmitted from mother to fetus and causing serious malformations.
For this reason it is important to determine the antibody titer at the beginning of pregnancy; those subjects who do not
present immunity should be followed up with frequent analyses to check for serum conversion (1). The assay of the
IgA is of particular importance in establishing serologically the acute phase of the disease.

3. PRINCIPLE OF THE TEST

The test is based on the ELISA technique (Enzyme linked Immunosorbent Assay) (2,3).

The purified and inactivated Toxoplasma gondii antigen is bound to the solid phase (8-well strips). Following
incubation with dilute human serum, the specific immunoglobulins are bound to the antigen.

After washings to eliminate the proteins which have not reacted, incubation with the conjugate, composed of human
IgA monoclonal antibodies labelled with peroxidase, is performed.

The unbound conjugate is eliminated and the peroxidase substrate is added.

The colour which develops is proportional to the concentration of specific antibodies present in the serum sample.

4. KIT CONTENTS AND REAGENT PREPARATION

- Reagents are sufficient for 96 determinations.
- Bring reagents to room temperature before use.

MICROPLATE 12x8 wells coated with Toxoplasma gondii.

Use: open the package at the opposite end from the code (T followed by the lot number) which is useful for
identification purposes, remove the support and strips to be used from the foil package, and place the unused strips in
the polythene bag with the silica gel, expell the air and seal by pressing the closure.

POSITIVE CONTROL 1x1.6 mL

Contents: Diluted human serum containing a high level of anti-Toxoplasma IgA antibodies, in Phosphate buffer 0.01
mol/L with BSA 1% and sodiom azide 0.09%, liquid, ready for use without further dilution.

Colour: the colour of the controls is proportional to the relative antibody titer.

ICONTROL CUT-OFF| CUT OFF CONTROL 1x2 mL

Contents: Diluted human serum containing a low level of anti-Toxoplasma IgA antibodies in Phosphate buffer 0.01
mol/L with BSA 1% and sodiom azide 0.09%, liquid, ready for use without further dilution.

Colour: the colour of the controls is proportional to the relative antibody titer.

CONJ CONJUGATE 1x16 mL
Contents: monoclonal antibodies anti-human IgA labelled with Peroxidase, in phosphate buffer with phenol 0.05% and
Bronidox 0.02%. Ready for use without further dilution.

[lgA CONTROL -| IgA NEGATIVE CONTROL (PF93900) 1 x 1.6 mL
Contents: Diluted human serum in Phosphate buffer 0.01 mol/L with BSA 1% and sodium azide 0.09%, liquid, ready
for use without further dilution.
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WASH BUF 10x | WASH BUFFER 10X (PF93603) 1 x 100 mL INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS
Contents: Phosphate buffered saline, concentrated 10 times; contains Brij 0.5% .

Preparation: dilute the required volume 1:10 with distilled water in order to obtain the washing buffer ready for use. If
crystals are present, they should be dissolved at 37°C before dilution.

lgA SAMP DIL  50x | IgA DILUENT 50X (PF93703) 1x4.5 mL For dilution of serum samples.

Contents: Proteic solution concentrated 50 times, with monoclonal antibodies anti-human IgG, phenol 0.05% and
Bronidox 0.02%.

Preparation: Dilute the required volume 1:50 in the washing buffer to obtain the diluent ready for use.

SUBS TMB| SUBSTRATE (PF93619) 1x12 mL Ready for use INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
Contents: Tetramethylbenzidine 0.26 mg/mL and hydrogen peroxide 0.01% stabilised in citrate buffer 0.05 mol/L (pH
3.8).

H2SOs 0.3 M| STOP SOLUTION (PF93602) 1x16 mL INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
H2S04 0.3 mol/L, in solution ready for use.

ADHESIVE FILMS (2).
POLYTHENE BAG (1).

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
- Incubator at 37°C
- Microplate reader (wave length 450 nm or 450/620 nm, with linearity up to OD >= 2000)
- Microplate washer (preferable) able to dispense volumes in the range 225-375 pL
- Distilled or deionised water
- Normal laboratory glassware: cylinders, test-tubes etc.
- Micropipettes for the accurate collection of 10, 100, 1000 ul solution
- Disposable gloves
- Timer
- Sodium Hypochlorite solution (5%)
- Containers for collection of potentially infectious materials
- Absorbent tissue.

S. STORAGE AND STABILITY OF REAGENTS
Reagents must be stored at 2/8°C.
The expiry date is printed on each component and on the box label.

Reagents have a limited stability after opening and/or preparation

REAGENT CONDITIONS

Microplate 5 weeks at 2/8°C, polythene bag

Control sera 5 weeks at 2/8°C

Conjugate 5 weeks at 2/8°C

Substrate up to the expiry date at 2/8°C, 1 week at 15-30°C; store in the dark
IgA Sample Diluent ready for use, 2 weeks at 2/8°C

Wash Buffer 2 weeks at 2/8°C, 5 days at 15/30°C.

Stop Solution up to the expiry date at 2/8°C

6. PRECAUTIONS

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY

Caution:

This kit contains materials of human origin which have been tested and gave a negative response by FDA-approved
methods for the presence of HbsAg and for anti-HIV-1, anti-HIV-2 and anti-HCV antibodies. As no diagnostic test
can offer a complete guarantee regarding the absence of infective agents, all material of human origin must be
handled as potentially infectious. All precautions normally adopted in laboratory practice should be followed when
handling material of human origin.

Waste disposal: serum samples and reagents once used must be treated as infectious residuals and eliminated
according to law.

Health and Safety Information
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1. Do not pipette by mouth. Wear disposable gloves and eye protection while handling specimens and performing the
assay. Wash hands thoroughly when finished.

2. The following reagents contain low concentrations of harmful or irritant substances:

a) The Wash Buffer contains detergents

b) The conjugate contains phenol

c) The substrate is acid

d) The controls contain 0.9% Sodium Azide which can react with lead and copper in plumbing forming highly
explosive deposits of metal azides.

If any of the reagents come into contact with the skin or eyes, wash the area extensively with water.

3. Non-disposable apparatus should be sterilized after use. The preferred method is to autoclave for 1 h at 121°C;
disposables should be autoclaved or incinerated.

4. Sulphuric acid required for the Stop Solution and hydrochloric acid used for washing glassware are corrosive and
should be handled with appropriate care. If they come into contact with the skin or eyes, wash thoroughly with
water.

5. Neutralized acids and other liquid waste should be decontaminated by adding a sufficient volume of sodium
hypochlorite to obtain a final concentration of at least 1.0%. A 30 minute exposure to 1% sodium hypochlorite
may be necessary to ensure effective decontamination.

6. Spillage of potentially infectious materials should be removed immediately with adsorbent paper tissue and the
contaminated area swabbed with, for example, 1.0% sodium hypochlorite before work is continued. Sodium
hypochlorite should not be used on acid-containing spills unless the spill area is first wiped dry. Materials used to
clean spills, including gloves, should be disposed of as potentially biohazardous waste. Do not autoclave materials
containing sodium hypochlorite.

Analytical precautions

1. Allow all reagents and samples to come to room temperature (18-30°C) before use. Immediately after use return
reagents to the recommended storage temperature. It is important to work at the correct temperature. Check
that the thermostat does not go below 35°C or over 39°C. Open the envelope containing the strips after at least
% hr at room temperature.

2. Do not use the reagents beyond the stated expiry date. Microbiological contamination of reagents must be avoided
as this may reduce the life of the product and cause erroneous results.

3. Do not modify the Test Procedure or substitute reagents from other manufacturers or other lots unless the reagent
is stipulated as interchangeable. Do not reduce any of the recommended incubation times.

4. Any glassware to be used with the reagents sbould be thoroughly washed with 2M hydrochloric acid and then
rinsed with distilled water or high quality deionized water.

5. Do not expose reagents to strong light or hypochlorite fumes during storage or during incubation steps.

6. Do not allow wells to become dry during the assay procedure.

7. Care must be taken not to cross-contaminate reagents. It is important that pipettes are dedicated for excusive use
with the various reagents.

8. Care should be taken to avoid touching or splashing the rim of the well with conjugate. Do not "blow-out" from
microplates.

9. Enzyme immunoassays can occasionally exhibit an "edge effect” which must be minimized by increasing the
humidity during incubation steps. Plates must be covered with their covers and incubated at 37°C either in a water
bath with a rack or float to support the plates if necessary, or in an incubator. Alternatively, plates can be incubated
in an approved analyzer. See the appropriate operating manual for further details. CO incubators must not be used.

10. Ensure that the bottom of the plate is clean and dry, and that no bubbles are present on the surface of the liquid
before reading the plate.

11. Use of highly hemolyzed samples, incompletely clotted sera, or samples with microbial contamination may give
rise to erroneous results.

12. The use of the kit with automated equipment has to be validated by the users.

13. For each instrument used, read the manufacturer's instructions manual carefully to obtain additional information on
the following points:

- installation and particular requisites

- operating principles, instructions, precautions and risks

- manufacturer's specifications and instrument performance
- servicing and maintenance.

7. TYPE AND STORAGE OF SAMPLE

The sample is composed of serum collected in the normal manner from the vein and handled with all precautions
dictated by good laboratory practice. The fresh serum may be stored for 4 days at 2/8°C, or frozen for longer periods at
—-20°C and can be thawed a maximum of 3 times. Do not keep the samples in auto-defrosting freezers. Defrosted
samples must be carefully shaken before performing the test. Heat inactivation can lead to erroneous results. The
quality of the sample can be seriously affected by microbial contamination which leads to erroneous results.
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Strongly lipemic, icteric or contaminated samples should be avoided.
The test cannot be performed on human plasma.

8. TEST PROCEDURE

- Prepare the required number of strips.

- Prepare the washing buffer by diluting the Wash Buffer 10x (25 mL + 225 mL H20).

- Prepare the diluent for samples by adding Diluent 50x to the washing buffer (add 0.5 mL to 25 mL).

Dilute samples 1:101 distributing 10 uL of serum into 1 mL of diluent. Dispense 100 uL of each diluted sample per
well (duplicate testing is recommended). Place UNDILUTED controls in a strip (100 pL in each well). The minimum
requisite is 1 negative control, 2 cut-off and 1 positive control. Leave one well for the blank, performed using 100 pL
of the substrate mixture.

Wells are covered with protective film and incubated for 45 minutes at 37°C. After washing four times for 30 seconds
(300 pL), add 100 pL of conjugate to each well and incubate again for 45 minutes at 37°C, covering the wells with the
protective film. The plate is washed again 4 times, as described above. Finally, the substrate is distributed, 100 pL/well.
After 15 minutes at room temperature the enzymatic reaction is stopped with 100 pL of Stop Solution.

The adsorbance (O.D.) is read at 450 nm or 450/620 nm within 30 min.

9. SCHEME OF TEST PROCEDURE

STEP 1 Place 100 pL of diluted sample/reagent blank/controls to the wells of the strips.
Incubate for 45 min. at 37°C

Wash 4 times (300 L)

STEP 2 Add 100 pL of conjugate to each well

Incubate for 45 min. at 37°C

Wash 4 times (300 pL)
STEP 3 Add 100 pL of Substrate to each well

Incubate for 15 min. at R.T.
STEP 4 Add 100 pL of Stop Solution

Read absorbance at 450 nm within 30 min

10. QUALITY CONTROL VALUES
Subtract the value of the blank (<= 0.150) from all the other readings. The O.D. values of the control Cut-off serum
must be within 25% of the mean value if tested in triplicate. Disregard any abnormal value and recalculate the mean.
The O.D. of the Cut-off must be at least 0.2. The Positive control must have an O.D. at least 1.5 times that of the Cut-

Off serum. The ratio between Negative Control and Cut-off must be <= 0.6. The O.D. of the cut-off must be >= 0.2 at
450 nm and >= 0.16 at 450/620 nm.

11. INTERPRETATION OF THE RESULTS

Qualitative results

If the adsorbance of the sample is higher than that of the Cut-Off, the sample is positive for the presence of specific
IgA.

Calculate the ratio between the O.D. value of the sample and that of the Cut-off. The sample is considered:

Positive: if the ratio (Index) is > 1.2.

Doubtful: if the ratio (Index) is + 20% of the Cut-Off.

Negative: if the ratio (Index) is < 0.8.

If the result is doubtful, repeat the test. If it remains doubtful, collect a new serum sample.
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The Toxoplasma gondii IgM level should be determined using Toxoplasma IgM kit. Alternatively, a second serum
sample obtained 8-14 days later, should be tested to determine an increase in the 1gA antibody level.
The test result should be used in conjunction with information available from the evaluation of other diagnostic

procedures.

13.

ANALYTICAL SPECIFICITY

Samples containing potentially interfering substances such as Rheumatoid factor may alter the peformance of the test.
Samples from pregnant women which are reactive for IgG antibodies and non reactive for IgM antibodies anti-
Toxoplasma, do not interfere in the test.

14.

DIAGNOSTIC SENSITIVITY AND SPECIFICITY

In a clinical trial, 135 samples were analyzed, 29 of which came from subjects with an acute infection (IgM positive).
The samples were analyzed with another commercial immunoenzymatic method: the results are reported here below:

Other method
POS NEG
Diesse POS 27 2
NEG 2 104

The diagnostic sensitivity and specificity of the method are respectively 93% (78-98% IC at 95%) and 98% (93-99% IC

at 95%)

15. PRECISION

Table 1  Precision “in run” (n=6)
Sample Average O.D.

S1 0.112

S2 0.743

S3 1.307

Table 2 Precision between runs (n=5)

Index

Sample S1
Sample S2
Sample S3

S.D. CV%
0.01 9
0.036 5
0.056 4
Average CV%
0.3 26
2.1 24
3.8 9

16. TROUBLE SHOOTING GUIDE

PROBLEM

POSSIBLE SOURCE

TEST OR ACTION

Invalid run (all negative)

One or more reagents not added or
added in wrong sequence

Recheck procedure
Check for unused solutions. Repeat test.

Unreactive plate

Check the code on the package containing
the plate (see package insert, point 4, for
correct code).

Check for moisture in unused plate. (Silica
gel dessiccant must be pale yellow ).Repeat
test

Invalid run (all positive)

Contamination of substrate

Take new aliquot of substrate.

Inadequate washing

Ensure that wash apparatus works well

Poor precision

Incomplete washing of wells

Ensure that wash apparatus works well

Inadequate aspiration of wells

Ensure that wash apparatus works well

Pipetting error

Check pipette function

Reagent addition too slow

Avoid drying of the plate after washing step.
Add reagents immediately

Presence of bubbles

Avoid air bubbles during pipetting.

Optical pathway not clean

Check instrument light source and detector
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for dirt. Wipe bottom of plate with soft

tissue.
Inadequate Color development Incorrect incubation times or Check for temperature control and time
temperature monitoring

Adhere to recommended instruction for use.

Inadequate volume of substrate
added to the plate

Check pipette function.
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OAHTIEX XPHEIHE
ENZYWELL
IgA TOEOIIAAXLMATOX
91043 (EMVIKG)

1. YIHOAEIKNYOMENH XPHYXH
ANOXOENZYMIKH MEGOAOX IIOXOTIKOY KAI IIOIOTIKOY ITPOXAIOPIXMOY TQN
ANTIZQMATEON IgA KATA TOY TOEOIMAAXMATOX GONDII XTON ANOPQIIINO OPO.

2. EIZATOQI'H

To To&omhaopa gondii gival éva mpotdélmo gvpéwg dl0dedopévo, IKove va TPoKaAEseL Aoipuwén og Ol Ta €N TV
Onraotikov. Oporoyikég peréteg amoddel&ay 6,1t otov avBpomo, Eva VYNAG TOGOGTO TOV EVAAIKOL TANBLGLOD £)el
TPocPAndel amd aVTOV TOV TOPUCLTIKO OPYUVIGUO.

H vbdoog givat 1daitepo emtPAapng katd Ty €ykopochvn enetdn petadidetal and mv untépa 6to EUPPLo Kot pmopet va.
npokarécel ateleic dtamidoelg aptdg popenc.

'V avtd Tov TEAevTaio AOYO €)el LEYOAN onpocio Vo Elval YVOOTH 1] GUYKEVIPMGT TOV OVIICOUATOV TPV 00 TNV
€YKLHOGUVN Ko, 6To GTope EKElVa TOL dev TOPOVGIAloVY OvoGia, va YIVOVTOL GUYVES AVOADGEIS OV TOPOLGLUOTEL
OPOLLETATPOT).

3. APXH THX MEG®OAQY

To teot Paoiletar oty uébodo ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay).

To avtiyovo, amotehodpevo omd To&omhacpa gondii kekaBappévo Kot adpavomotuévo, GUVOEETOL IE T oTEPER PAo
(tavieg KoyeAidov 1X8). Méow enmdaong pe apatdpuévo avOpdmvo opod, ot IKEG 0VOGOCPALPIVES GUVOLOVTAL LE TO
avtyovo.

Metd amd exmADGELS Yo VO amopakpLVBoOV ot Tp@TEiveg oV dev avIEdpacay, yivetal 1) enmdacn [e To culuyEég, mov
amoteAeital amd avOpdOTIVA LovoKAWVIKA avTic®dpoto IgA culevyuéva pe vaepobelddon pagavidowy.

Amopaxpivetot 10 6u{uyEG TOL deV OVTESPUOE KO TPOGTIOETOL TO VITOGTP®LL, THG VIEPOEELOACTG.

To pmke ypodpo mov oynuatiCeral ival avaloyo TPog TV GLYKEVIPWOOT] TV EWIKMOV OVTICOUATOV ToL BpicKovTol
otov Vo e&€taom opd. Otav 1 evlopkn avtidopaor dtakomtetol pe TV Tpoctnkm deAdpotog Beukov 0&og, 0 KiTptvog
KPOUATIGHOG, OV Ba TpokLYEL, umopel ebkola va petpnel o€ évav ovayvdotn pukporhlokidiov ELISA.

4. ZYNOEXH TOY KIT KAI IPOETOIMAXIA TON ANTIAPAXTHPION
- Ta avtdpaotiplo KaAOTTOUY 96 TE0T.
- ®épTE TO AVTIOPAGTIPLO 6€ OgppoKpacio mepifariiovtog Tpv amd T ypiion

MIKPOITAAKIAIO 12 x 8 kuyeAideg evaroBnromomuéveg pue Toxoplasma gondii.

Xpnon: Avoi&te 1o mepifAnpo Tov Tovidv and v avtifen TAgvpd mov avaypdeetal o kwdkog (T akolovbodpevo
amd Tov aplpd TG TPTIdNS) TOV YPNCIUEVEL YioL TNV TAVTOMOINGCY] TNG, TAPTE TN PAON KoL TIG OMAPUITTEG TOLVIEG.
Bdlte oM Tio® 01N 6oKOVAN 0O TOAVABVAEVIO, TOV TTEPLEXEL YEAN TTVPITIOG, TIG TOVIEC TOV SEV YPNOUOTOUCOTE,
aQalpéote ToV 0€pa kal cepayiote v mElovTog To e181kd choTNUA KAEIGIHATOG.

CONTROL H{ OPOZX EAEI'X0OY ®ETIKOX 1x1.6 mL

[epieyduevo: Apaimpévog avBpdmivog 0pog 1e VYNAN TEPIEKTIKOTNTA avTicoudtov IgA katd tov Toxoplasma g oe
Pwoeopikd puOutotikd diéAvpa 0.01 mol/L pe BSA 1% kot Alidio tov Natpiov 0,09%, vypde, £Toyiog yo, xprion
Xopic emmAéov apainon.

XpAua: To YpOHo ivar ovAAOYO TG GLYKEVTIPOONS TOV OVTIO® LATMV.

ICONTROL CUT-OFF| EAEI'XOE CUT-OFF 1x2 mL

Hepieyduevo: Apatwpévog avlpdmvog opog pe younin teplektikotnta avitoopdtov IgA kotd tov Toxoplasma g og
Pwo@opikd puButotikd dddvpa 0.01 mol/L pe BSA 1% kot Alidio tov Natpiov 0,09%, vypdg, £toluog yio xpron
Yopig emmAiéov apaimon.

Xpoua: To xpdpa givat avaAoyo TNG CLYKEVIPWOOT|S TOV OVTICOUATOV.

CONJ| XYZYTEZ 1x 16 mL
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[epieyopevo: ddivpo amd avOpdmve povokKA@VIKG avticopoato ovit IgA ceonpoacpéva pe vrepoleddon oe
PwoEopIKd puOoTIKO ddAvpa mov TepEyel eavorn 0,05% kot Bronidox 0,02%. "Etoywo yio yprion yopig emmiéov
apaioon.

lgA CONTROL -| OPOT EAEIXOX APNHTIKOY IgA 1 x 1.6 mL
[epieyduevo: AvBpdmivog 0podg o pwo@opikd puiuctikd didivpe 0,01 mol/L ue BSA 1% xou alidio tov vozpiov
0,09%, vypdg, £TOLOG Yia YpNION Y®PIG EXTAEOV 0pOioT).

WASH BUF 10X PYOMIETIKO AIAAYMA EKIIAYEHS 10X (PF93603) 1 x 100 mL |[KOINO XE OAEX TIX
UTAPTIAEZ]

Hepieyduevo: PuBuiotikd aratodyo didivpoa (PBS) cupmvkveuévo 10 popéc, mov mepiéyxet Brij 0.5%.

[poetowacio: Apoaundote tov amattovpevo dyko o€ avaroyio 1:10 pe amootaypuévo vepd Yo vo TopPACKEVACETE TO
pLOUIOTIKO S1GALLA EKTAVGONG £TOLHO Yo ¥pNoT. AV oynuatiotodv Kphotorrot, dStadvote tovug otovg 37°C mpv v
apainon.

lgA SAMP DIL  50x | IgA AIAAYTHE 50X (PF93703) 1 x 4.5 mL

Hepeyopevo: Mpwteivikd ddivpa coumvkvepévo 50X, pe avBpodmva povokiovikd oviioodpata avit-1gG, eowvoin
0,05% o Bronidox 0,02%.

Hpoetowacio: Apaidote Tov omottovpevo Oyko o€ ovaAoyie 1:50 oto puvBuiotikd dwlvpa ékmAvong yu va
TOPACKEVAGETE TOV SLOADTH £TOLUO Y10 XPHON.

YIIOLTPQMA (PF93619) 1x12 mL |[KOINO XE OAEZ TIX ITAPTIAEZ]

"Etowo yu xprion.

[epieyduevo: TerpapeduriPeviidivy 0,26 mg/mL xar H202 0,01% otabepomompéva ce Kitpikd puOotikd didivpo
0,05 mol/L (pH 3,8).

H2SO4 0.3 M | AIAAYMA TTAPEMIIOAISHE (PF93602) 1 X 16 mL |[KOINO XE OAEZ TIZ ITAPTIAEZ]
Adivpo H2SO4 0.3 mol/L £royo yio xprion.

ITPOXTATEYTIKH TAINIA (2).
2AKOYAA AIIO T[IOAYAIOYAENIO (1).

AAAO AITAPAITHTO AAAA MH XYNOAEYTIKO YAIKO.

- Enoaoctpo og 37°C

- Avayvootng pukpomhokidiov (unkog kbpatog 450 1 450/620 nm kot 405 nm, pe ypappkotnta péxpt O.IT. >= 2,000)
- Yvokeun ékmivong pkporhlokdiov (un amapaitn) avotntag 225-375 L

- AmoviopéVo 1 amooTayrEVo vepd

- Tévtuo piag xpnong

- Xpovopetpo

- Aldopo vToylopiddovg vatpiov 5%

- Aoygia ylo TNV améppLyn TV SUVNTIKA LOAVCUATIKOV DAMKOV.

- Amoppoopntikod yopti

- 2TavtapvT VAAVOG EOTAMGILOG £pYaoTPion: KUALVOPOL, SOKILOOTIKOL COANVES, K.A.T.
- Mikpomiméteg mov avappo@ovv pe akpifeia 6ykovg 10, 100, 1000 pL dreddpotog

5. TPONIOX ATIOOHKEYYXHY KAI X TAGEPOTHTA TON ANTIAPAXTHPIQON
Ta avtdpooTiplo TPETEL Vo, amodnkevovTan 6tovg 2/8°C.
H nuepopnvia MiEng sivar Toropévn o€ KAOe 6T Kol 0TV EEMTEPIKI ETIKETO TG CVGKEVUGIOG.

To AvtidpucTiplo £Y0VV TEPLOPIGUEVT) OLAPKELX 6TUOEPOTNTOC NETA TO AVOLYILO KO/ TNV TPOETOLLAGIO:

ANTIAPAXTHPIO YYNOHKEX

MIKPOITAAKIAIO 5 eBdopadeg otovg 2/8°C péca otV GoKovLAN oo TOAVABVAEVIO
OPOI EAEI'X0OY 5 gPdopddeg otovg 2/8°C

XYZYTEZ 5 gPdopddeg otovg 2/8°C

YIIOZTPQMA péyxpr ™ AMén Tov og 2/8°C, 1 efdopdda o 15/30°C 610 oKOTASL
ATAAYTHZ AEITMATQN IgA £ropog yo xpron 2 efdopddeg og 2/8°C

PYOMIXETIKO AIAAYMA EKITAYXZHE £towo v xpron 2 fdopades oe 2/8°C, 5 nuépeg og 15/30 °C
ATAAYMA TTAPEMIIOAIZHX péyxpt ™ Aén tov og 2/8°C
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6. INPODPYAAEEIYX
MONO I'TA AIAINQXTIKH XPHXH IN VITRO. AIIOOHKEYXTE XTOYX 2-8°C

Mpocoyn:

Aot B ovokevacio mEPIE el VKA avOPOTIVIG TPOELEVGNS TOV EYOVY TEPAGEL ATO EAEYYOVS KAl Exovv Ppedst
apvytid, o eykekpuéva ané tqv FDA teot, té60 doov apopd tqv aviyveven tov HLSAQ doo kar yia to
avtricopara ovti-HIV-1, avri-HIV-2 kar avri-HCV. Ermeidn kavéva 01ayvmoetike Te6T Ocv TPOGPEPEL amoloty
Eyyonen amoveias HOLVGUATIKOV Tapayoviwv, kdbe viiko avOpomivyg mpoélevens mpémel va Oswpeitor wg
OOVHTIKG. HOLVGUATIKO. XPIGIUOTOIEITE OA0 TA AVTIOPAGTI|PIO KAl TA OEIYUATA TAIPYOVTAS 0AES TIS MPOPVAALEIS
OV TTPOPBIEMOVTOL ATTO TOVS KAVOVIGUOUS O.CPALEIAG TOD EPYAGTHPIOD.

Alayeipioy TV KATALOITWV: TO OEiYUATE TOV 0POL KAl 0 ONTIWOPUGTIPLE TOV YPHOIHOTOUjONKay TPETEL Vo,
AVTIUETWTTISOVTAL (G KATAAOITLA SVVHTIKA HOAVGHATIKG KA VO OTOPPITTOVTAL CUUPMVA UE TIS IGYDOVCES OLATASELS.

Odnyieg yio TNV TPOCONIKY GG ACPAAELDL

7. Mnv Kkdvete avappdenon He To oTopa. XpnoYomoteite yavtia piog ypnong Kol TPOSTATEVTIKG YVOALL OTOV
xepileote ta delypota. I[TAévetre moAD kKold ta yépia cog Hetd and Kabe avaivon.

8. H meplextikdtnta tov napakdto avtdpactnpiov o BraPepic i epediotikéc ovoieg, etvar yoaunin:

o) 10 pLOSTIKG dtdAvpa EKTAvoNg TEPLEYEL 0VGieg KaBapioLoy

B) To ovluyég mepiéxet PavOAn

v) T0 vVIOSTPpWLLA glvar OEo

8) Ot Babpovopuntég mepieyovv Alidro Natpiov (0,09%) 1o omoio poli pe tov xodko kot tov poAvPdo pmopel va
GYNUOTICEL WoYLPE EKPNKTIKA alIdtKd INUaTe LETOANDY.

Av évo avtdpactiplo £pbel o€ ema@n pe To dEpUa N e Ta paTia, EemAvvate pe dpbovo vepo.

9. O1 ovoKkevEG TOL BV gival piog xpNoNG, TPETEL VO, ATOGTEPOVOVTAL, KATA TpoTipnon otov kAifavo, yio 1 h og
121°C, evd 0 VAIKO piag xpong TPEREL VO, Uaivel 6TOV KAMPBAVO 1 v 0TOTEQPOVETAL.

10. To Bguxo o0&V, mov mepigyetal oto Stop Solution kot o vVEpoYrAwpPKS 0EH TOL YprGIOTOtEiTAL Y100 TO EEMALUA
0V VIAwov eomMooD, eivol SPpOTIKA Kol YU ovTO TPETEL VO, YPNCLLOTOIOVVTAL LUE TPOGOYN. X
mepintwon mov £pBovv oe emaPn Le TO dépUa 1 e Ta pLaTLo, EemAdvarte pe apbovo vepo.

11. E&ovdetepmpéva o&éa kot GAAa vypd amdPfAnta mpémel va AmoAVUAIVOVTOL TPOGHETOVTOG VITOYAMPLDOES
vaTplo, tc0 060 ypeldleTal MOTE 1 TEAKN OLYKEVIpOON Vo etval TovAdyotov 1%. Mo €kbeon oe
voyhopuddeg vatpo 1% ywoo 30 Aemtd, vwd Kovovikég ouvOnkeg, elvon opkety ywr va yiver pio
OTOTEAEGLLOTIKY ATOADLLAVON).

12. Toyov yopéva vypd, duvnTikd polvcpotikd, tpénel vo kabapilovral apécmg Pe amoppoeNTIKd YOPTi Kot 1
EMPAVELD, VO, ATTOADLLOIVETOL, Y10 TTOPASELY O, LLE VTTOYA®PIDOEG VaTpLo 1%, TTptv va cuveyicete Tnv dodikacio
avéivong. Av ta vypd mepieiyav £va 080, TOTE GTEYVAOOTE TOAD KAAN TNV EMPAVELD TPV YPTCUYLOTON|GETE TO
VIOYA®PLDOES VaTpro. OAa To VAIKA, TOL XpnoipomotOnkay yio vo kabapiotody Tuxdv yupéva vypa, Tpénet
VO amopPITTOVTOL MG SVVNTIKG HOALOUATIKG amdPAnta. Mnv Balete otov khifavo vAKG mov mePEyovv
VIOYA®PLDOES VATPILO.

Odnyiec yio v avdivon

14. Tpw amod v xpnon eEpTe Ta avTdpacTipla Kot To detypata o Oeppokpacio nepipdirovtog (18-30°C) BaAte o
MOAL TO. OVTIOPACTHPL OTN ouVIoTOpeV Beppokpacio omobnkevong, apécmg petd t ypnon. H cwoeti
Osppokpacio givor OAD SNUAVTIKOS TOPAYOVTAS YO TNV ETAOAGH TOV TOwVidV. BefamwOeite 6,1 o
0cppoctdTng dev katefaivel kAT a6 Tovg 35°C ko dev avepaivel Tave amd Tovg 39°C.

Avoite v cokoOla pe Tig tovieg (Strip) agov v éyete agnost TOLAGyIoTOV Mo ®pa oe Oepuokpacio
nep1fdAlovrog.

15. Mnv ypnoonoteite ta avTdpactiplo HETd TV nuepounvia AENG tove. Na amopevyete v pikpofiakn poivven
TOV avTIOPAoTNPIOV Y0Tl 0VTd €YEl OG AmOTEAECU TNV HEI®ON NG OTOTEAECHATIKOTNTOG TOV TPOIOVTOG Kot
umopel vo 00NYNHGEL 6€ ECOUAUEVO ATOTEAECLLOTOL.

16. Mnv oArGEete TV OAN AloSIKAGT0 KOl UV OVTIKOTOGTIOETE T OVTIOPOOTNPLOL L GAND SLOpOPETIKNG nbpKog 1 pe
GAL0 0O SLOPOPETIKES TAPTIOEG, EKTOG KOL OV TO AVTIOPOCTNPLO Elval KOO og OAES TG TapTideg. Mnv peudveTe
TOV VTOOEIKVVOLEVO ¥POVO ETDUCTG.

17. OLog 0 vaAvog eEOTAMOUOGC TPEMEL VO OTOAVULOIVETOL TPOGEKTIKG [LE VIPOYAWPIKO 0&V 2M kot va. Eemhévetan pe
OTOGTUYUEVO 1) LLE OMOVIGUEVO VEPOD.

18. Mnyv exbétete o avTIOPOOTNPLO GE 1GYVPO POTICUO OVTE GE VIOYAMPIDOELG ATHOVS, TOCO KOTA TNV 0T0BNKELOT
TOVG OGO KoL KOTE TNV EXTDOCT TOVG.

19. Ouxvyelideg dev mpémet va, Egpaivovtat, KoTd TV SIUPKELD TOV TECT.

20. No amo@ebyete v dactavpoduevn poAvvern peTo&d Tov aviidpaotnpimv. XpNoIHOonolEite TAVIOTE TIg E01KES
TTETEC.

21. Mnv akovpmdte to xeilog g Kuwelidag pe t0 ov{vyEC. MNV QLGATE TOVED GTO PIKPOTAOKIOLO.
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22. Ot avocoevlupukée avaAdoelg umopel va mapovctdoovy Kopd eopd ota dxpa éva edkd eowouevo ("edge
effect"), to omoio umopei va ghayiotonombei avédvovtag tov Pabud vypaociog katd v endaon. To mAakidu
TPEMEL Vo, KOADTTOVTOL pE TO €1kd KAAvppo Kot vo enwdlovtar otovg 37°C 1 oe (e610 vOATOAOLTPO,
TOTOOETMOVTOG TO TAV® GE £VO VTOGTNPLYLO, | OTN) CVCKELY EXMAONG. G EVOAAAKTIKT Adon Ta TAaxidwo pmopel
VO ETOOCTOVV G€ EVav KATAAANAO0 avaddt. [ TeplocdTepeg TANPOQOPies, GLUPBOVAELTEITE TO EYYEPIdIO YPONG
NG GLOKELVTG. M1V ¥PNOLUOTOIELTE GLGKEVES EMMOOTG OV Agttovpyovv pe COo,

23. TIpwv amd v avdyvoon tov miakwdiov, Befarmbeite 6,11 0 TLOUEVAS TOL glvar KaBopdg Kot oTeYVOS Kat O,TL dgv
VILAPYOLY PLUGOAIDES AEPO GTNV EMLPAVELL TOV VYPOV.

24, Ta delypota mov Topovstdovv woyvpn apdivon, opoi pe atedn Tén, N delypata mov Tapovstdlovy HiKpoPlak
poéAvvon, propet va Sdcovv AavBacuéva omoTeAEGLOTA.

25. H ypnon evig KiT e anToOpaTeG GLOKEVES, TPEMEL va eEleYyOel Katl va emtkup@bei and Tov ypiom.

26. Awpaote pe Tpocoyn To YYEPISI0 Yp1oNG KAOE GUGKEVNG TTOV XPTCYLOTOLEITE, Kot 101G Ta €ENG onpeio:

- EYKOTAOTOON Kol EWIKEG TPOdLYPaPEC

- AELTOVPYIKT| apyn, 001YiEG, TPOPLAGEELS, Kivouvol

- TPOJLOYPUPES TOV KOTOUCKELAGTN KO AELTOVPYIKEG OTOOOCELS TG CLOKEVTG
- GUVTHPNON KOl TEYVIKT VTOGTAPIEN

7. EIAOX AEITMATOX KAI ATOOHKEY>XH

To detypo anoteieital oamd opd mov mpopyetat amd aipa mov Eyel cuAlexdel pe eAefkn Aym Kot €yl TepAceL omd
OAeg Tig drdikacieg mov mpofArémovtatl amd Tovg PactKovg KAVOVIoHOUS TV gpyactnpiov. O vords opdg propel va
SwtnpnBel yio 4 nuépeg otovg 2/8°C, evd yia peyaivtepn ypovikn nepiodo katayvEte otovg —20°C. To deiypa pmopet
va anoyuyBel To moAD 3 Popéc. AToQedyeTe TN YPNOT AVTO-OTOYLYOLEVOV YOYEIMV Y10 Tr GUVTIHPNON TOV SEIYUATOV.
Metd and v amdyoén kot Tpw vo. to pifete oty Kuwelida, ovakviote to kaAd.. H pkpoflakn polvven pmopel va
emnpedoetl o€ peydro Pabud v motdTTa TOL SEIYLOTOG, KOl Vo dDGEL AaVOUGUEVO ATOTEAEGLOTOL.

Aglypoto pe 1oyvpn apdAvo, e IKTEPOo, MITOUIKG 1] LOAVGUEVA, OEV TTPETEL VAL YPNCLOTOLOVVTOL.

To teoT dev pmopel va yivel tdvo o€ avOpdmivo TAdopo aipatoc.

8. ATAAIKAYIA

- [IpoetoyLdoTe TIg amapaitnTeg TAVIEG.

- [IpogToydote T0 pOUGTIKO drddvpa EkmAvong apawdvovtag to Wash Buffer 10x (100 mL + 900 mL H20).

- [Ipogtodote tov Stodvtn detypdtmv tpocsBétovtag tov IgA DILUENT 50X oto puBuiotikd dulvpa ékmivong (0.5
mL ywa 25 mL).

Apodote ta deiypata og avaroyia 1:101 piyvovrag 10 uL opod oe 1 mL ooty kot pi&te 100 puL kaOe apaiwpévov
delypotog og kaBe kuyelida (cog cupPoviedovpe va KAvETe TNV avaivon €1g durhovv). Xe pia towvio pi&te T0Vg 0p0VG
e éyyov XQPIZ NA TOYX APAIQXETE (100 pL avd xoyerida). H eddyiom omotrtodpevn mocodtnta givar 1 0pdg
eléyyov apvnrikdg, 2 cut-off kou 1 Betikdg. Apnote pio koyerido eledBepn yio TV avaivon tov TVEAOD deiypotog,
xpnotporolwvtog povo 100 pL vrootpmdparog.

KoAdyte T1¢ KuyeAdeg e TV TpooTtatenTikn Tovia Kot Balte Ti¢ vo enmactoly yio 45 Aentd otovg 37°C. Metd omd 4
ekmAvoELg, dwapkeiog 30 devteporéntov N kabe pio (300 pl) mpoobBéote 100 pL ovluyovg oe kabe pio kKvyelida Kot
Baite Tig KoL TAAM va enwacTovV Yo 45 Aentd otovg 37°C, KAAOTTOVTIAS TIG e TNV TPOCTATEVTIKY TOVio. EETAOVOTE
Kot oA To TAaKIS 4 Popéc, OTMG VITOSEIKVIETAL TAPATAV®, Kol 6T cvvéyewn pi&te to Ymootpopa, 100 pl/avd
KoyeAida.. Metd amd 15 Aemtd oe Bepuokpacio mepiBdiioviog dtakdyte v evlopikn ovtidpaon pe 100 pL Stop
Solution. Awfdote v Amoppdenon (O.I1) ata 450 nm 7 ota 450/620 nm péoa o 30 Aentd.

9. AIATPAMMA THX ANAAYXHX

STEP 1 Pi&te 100 pL apatwpévov opod/Toerot/opod eLEYyoV GTIG KOWEAISES TG TOVinG
Enwdote yo 45 dentd otovg 37°C
Kévete 4 exnivoeig (300 ul)
STEP 2 Pi&te 100 pL ovluyotc og kaOe Kuyerida
Enwdote yo 45 dentd otovg 37°C
Kévete 4 exmivoeig (300 pl)

STEP 3 Pi€te 100 pL Ymootpodpatog o kabe kuyehida
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Enwdote yio 15 Aentd o€ Oeppokpacio meptPaAiovtog
STEP 4 Ipocbéote 100 pL Stop Solution
AwPaote v O.I1. ot 450 nm péoa o 30 Aentd

10. EIr'KYPOTHTA TOY TEXT

Agapéote v TN Tov TVPLOY (<= 0.150) and ddeg Tig dAleg Tipég. O wég og O.I1. tov opov réyyov Cut-off, dtav
QVOAVETOL E1G TPTAOVV, TPEMEL Vo Kupaivovtal pésa 6to 25% g péong tipng. Amoppiyte TV Ui QUGLOAOYIKY TN
Ko vToAoyiote kal wah v péon tiun. H tyun tov Cut-off mpémet va givon tovidyiotov to 0.2 tng O.I1. O Oetikog opog
eléyyov npéner va €xsr O.I1. Tovddytotov 1.5 popd v T tov Cut-off. O Adyog peta&d Apvrtikov opov kar Cut-off
npénel va givarl <= 0.6. H O.I1. tov cut-off npémer va givor >= 0,2 ota 450 nm ko >= 0,16 oto 450/620 nm..

11. EPMHNEIA TON AITIOTEAEXMATOQN

YnoAoyiote tov Adyo petald g tiung g O.I1. tov vrd e€éraon deiyporog kot exeivig tov Cut-off (INDEX). To
delypa Ba kpibei:

Ogtikd: 0tav o Adyog (Index) givor > 1.2.

Apnoiporo: = 6tav o Aoyog (Index) sivar = 20% tov Cut-Off.

Apvntiko: 6tav o Aoyog (Index) givon < 0.8.

Y mepintwon apeiforov anoteAéopotog, eravaldpote 1o T€0T. AV T0 amotéAesa mapapeivel opeiforo smavorifore
™y aponyia.

12. MHNEPIOPIXMOI XTHN MEGOAO

O mpoodiopiopdg twv IgM katd tov Tofomhdopatog mpémel va yivel ypnowonoidviag to kit Toxoplasma IgM.
Evailaxtikd 0o avorvbei éva dedtepo deiypo mov Oo éxel cviheyBel 8-14 nuépeg petd, yio va eakpifwbel toydv
avénon tov IgA.

Ye kGOe mepintmon 10 amotélecpo Tov teoT Oa mpémel va cuvekTunOel pe dAlo dedopEva TPOEPYXOUEVD. AT AAAES
SyVOOTIKEG EPEVVEC.

13. ANAAYTIKH EIAIKOTHTA

Opoti mov mepiEyovy duvntikd mapepPoirdpeves ovsieg 6Tmg o Pevpatosdng [apdyovtag, pmopel vo addoidcoovy ta
OTOTEAEGLOTO, TOV TECT.

Aglypoto eykd@v mov avtidpodv pe ta avitodpate 1gG avii-To&omAdopotog Kot mov dev avtidpodv LE Ta E0KA
avtiooparta IgM, dev ennpedlovv 1o teoT.

14. EYAIZOHXIA KAI ATATNQYXTIKH EIAIKOTHTA

e évav KMvVIKO TEpoUaTIicnd avaivdnkay 135 deiypoata ek tov omoimv ta 29 mpoépyoviav amd acbevelg pe o&eia
roipoén (IgM Betikoi). Ta delypoto avodvOnkav kot pe piov AN avocogvlouikn eumoptkny pébodo. Ta
amoteAésLaTA cVVOWIlovTal TAPAKAT®:

AlAn pébodog
POS NEG
Diesse POS 27 2
NEG 2 104

H gvaoOnoio kot n doyveotikh edikotnta g pebddov givor avtictoya 93% (78-98% IC al 95%) kot 98% (93-99%
IC 95%)

15. AKPIBEIA

ITiv.1 AxpiBeio katd tnv avédivon (n=6)

Actypa M.T O.IL.. D.S. CV%
s1 0.112 0.01 9
S2 0.743 0.036 5
s3 1.307 0.056 4
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ITiv.2 AxpiBeia petaéd avoldoenv Kot Taptidny (N=5)

Index M. Ty CV%
Asgiypa S1 0.3 26
Asgiypa S2 21 24
Asgiypa S3 3.8 9

16. OAHT'OX EMIAYXHY NPOBAHMATQN

NMPOBAHMA MI©ANH AITIA TOY ZOAAMATOX TI NPENEI NA KANETE
KUkAog avdAuong Agv TTpoaTéBnKav éva r) TTEpIcTOTEPA EAEyETe kai TTAAI TNV OAN diadikaaia.
dkupog (6Aa apvnTikd) | avTIdpaaTrpIa A TTPOCTEBNKAV O€ EAéyETe pATTWG Oev €xel TTpOOTEDET
AavBaopévn oeipd. KATTOI0 aVTIOPACTHPIO.
EmavaA&Bare 1o TEOT.
To mhaxidio dev avTidpd EAEyETE TV KWBIKG OTOV PAKEAD TOU

mAakidiou (BA. odnyieg xprong onueio 4
TTePi AavBaouévou KwdIKoU).

EAEyETE av uTtdpyouyv ixvn uypaciag aTo
TTAaKidIo TTou Ogv avTidpd. ( H yéAn
TTUPITIOG TTPETTEI VA €XEI XPWHA KITPIVO
wypa). ETTavaAapare 1o TEOT.

KUkAog avaAuong MoAuvon Tou UTTOOTPWHOTOG MépTe pia véa TTOOOTNTA UTTOOTPWHATOG
AKUPOG (6Aa BETIKA)
AveTTapKAG EKTTAUCH BeBaiwBeite 6,11 N cuokeun £KTTAUCNG
AgIToupyei owaoTd.
XapnAo etmitredo AVETTOPKAG avappoenaon Twv KuweAidwyv | BeBaiwbeite 6,11 N ouokeur €KTTAuGNg
akpipelag AgIToupyei cwoTd
AavBaopuévn avappdéenaon EAEyETe TN AsiToupyia TnG TITTETAG.
Ta avnidpacTripia ToTroBeTOUVTAI E TTOAU | Na atro@elyeTe Tnv Efpavan Tou
apyo pubud TTAaKIBioU PeTa TNV EKTTAUCN. [NpocBéaTe
auéowg 10 avTidpaaTrpIa
Ymdpxouv @uoaAideg aspa Na atmro@elyeTte TOV OXNUATIONO
QUOOAIdWY KaTd TNV avappo®nan.
H oTtrmikry diadpopr) dev givar diauyAg EAéyETe av n ewreivr) TTnyn givai
kaBapn. KabapioTe pe Eva xapToudvTiAo
TO TTAOKiBIO
AveTTapknig AavBaopévog o xpovog A n Bepuokpacia | EAéyETe Tov BeppooTdTn Kal Tov XpOvo
Bepuokpacia TNG ETTWOONG ETTWACNG.

AkoAouBroTe oTd TIG 0dnYieg Xprong

H 1T006TNTa TOU UTTOOTPWHATOG TTOU £XEl | EAEYETE TN AciToupyia TNG TTITTETAG
TTPoOoTEDEI, OV €ival APKETH.
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INSTRUCCIONES DE USO

ENZYWELL
TOXOPLASMA IgA

91043 (Espariol)

1. INDICACIONES
KIT INMUNOENZIMATICO PARA LA DETERMINACION CUALITATIVA DE ANTICUERPOS IgA ANTI
TOXOPLASMA GONDII EN SUERO HUMANO.

2. RESUMEN Y EXPLICACION DEL TEST

El Toxoplasma gondii es un protozoo ubicuo que causa infecciones en todas las especies de mamiferos. Estudios
seroldgicos han mostrado que en los seres humanos un elevado porcentaje de la poblacién adulta ha sido infectada por
este pardsito. La enfermedad es particularmente grave durante el embarazo, siendo transmitida por la madre al feto y
causando graves malformaciones.

Por esta razén es importante determinar el titulo del anticuerpo antes el embarazo y en los sujetos no inmunes controlar
con analisis frecuentes para comprobar la sueroconversion. La titulacion de las IgA resulta particularmente (til

para establecer suerologicamente la fase aguda de la enfermedad.

3. PRINCIPIOS DEL METODO

El test se basa en la técnica ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay)

El antigeno de Toxoplasma gondii purificado e inactivo de Toxoplasma gondii esta unido a la fase solida (tiras con 8
pocillos). Después de la incubacion con suero humano diluido las inmunoglobulinas especificas se unen al antigeno.
Después de varios lavados para eliminar las proteinas que no han reaccionado, tiene lugar la incubacién con el
conjugado, compuesto de anticuerpos monoclonales humanos igG marcados con peroxidasa.

El conjugado que no se ha unido es eliminado Yy se afiade el substrato peroxidasa.

El color que se desarrolla es proporcional a la concentracion de anticuerpos especificos presentes en la muestra de
suero.

4. COMPONENTES DEL KIT Y PREPARACION DEL REACTIVO
- Reactivos suficientes para 96 determinaciones.
Poner los reactivos a temperatura ambiente antes de su uso.

MICROPLACA 12x8 pocillos recubiertos de Toxoplasma gondii

Uso: Abrir el envase de la placa desde el lado opuesto del codigo (T seguido por el nimero de lote); retirar el soporte y
las tiras necesarias. Colocar las tiras no utilizadas en la bolsa de plastico con el gel de silice, extraer el aire y cerrar
fuertemente.

CONTROL +{ CONTROL POSITIVO 1x1.6 mL

Contenido: Suero humano con alta titulacion de anticuerpos IgA anti Toxoplasma g. diluido en tamp6n fosfato 0.01
mol/L con BSA 1% y azida sédica 0.09%, liquido, listo para su uso sin diluicion adicional.
Color: el color es proporcional al titulo

ICONTROL CUT-OFF CONTROL CUT OFF 1x2 mL

Contenido: Suero humano con una titulacion baja de anticuerpos IgA anti Toxoplasma g diluido en tampén fosfato 0.01
mol/L con BSA 1% % y &zida sodica al 0.09%, liquido, listo para su uso sin dilucién adicional.

Color: el color es proporcional al titulo del anticuerpo.

CONJCONJUGADO 1 x 16 mL

Contenido: anticuerpos monoclonales humanos anti IgA marcados con peroxidasa, en una solucién fosfato tamponada
conteniendo fenol 0,05% Y Bronidox 0,02%. Listo para su uso sin dilucion adicional.

El Inmunocomplejo debe prepararse unos 45 minutos antes de su uso.

lgA CONTROL -| IgA CONTROL NEGATIVO 1 x 1.6 mL
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Contenido: Suero humano diluido en tampon fosfato 0.01 mol/L, con BSA 1% y azida sodica al 0.09%, liquido, listo
para su uso sin dilucion adicional.

WASH BUF 10x | TAMPON DE LAVADO 10X (PF93603) 1 x 100 mL | INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Contenido: Solucién salina tamponada (PBS) concentrada 10 veces; contiene Brij al 0.5%.

Preparacion: Diluir el volumen requerido 1:10 con agua destilada con el fin de obtener el tampdn de lavado listo para
su uso. Si hay cristales presentes, disolverlos a 37°C antes de diluir.

lgA SAMP DIL  50x | IgA DILUYENTE 50X (PF93703) 1 x 4.5 mL

Contenido: Solucidn de proteinas concentrada 50x, con anticuerpos monoclonales anti-lgG humanos, fenol 0,05% y
Bronidox 0,02%.

Preparacion: Diluir el volumen requerido 1:50 en el tampon de lavado con el fin de obtener el diluyente listo para su
uso.

SUBS TMB|SUBSTRATO (PF93619) 1x12 mL INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Listo para su uso.
Contenido: Tetrametilbenzidina 0.26 mg/mL y H>O> 0,01% estabilizados en tamp6n citrato 0,05 mol/L (pH 3,8).

H,SO; 0.3 M| SOLUCION BLOQUEANTE (PF93602) 1x16 mL INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Solucién de H.SO4 0.3 mol/L, lista para su uso.

CINTA ADHESIVA (2).
BOLSA DE PLASTICO (1).

MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS

- Incubador a37°C

- Lector de Microplacas (longitud de onda 450 o 450/620 nm e 405 nm, con linealidades hasta OD >= 2,000)
Lavador de Microplacas (no indispensable) para dispensar volumenens entre 225-375 pl

- Agua Destilada o desionizada

- Material de laboratorio: cubetas, tubos de ensayo, etc.

- Micropipetas de precision para extraer 10, 100, 1000 pL de solucién

- Guantes de un solo uso

- Cron6émetro

- Solucioén de hipoclorito del sodio (5%)

- Envases para la coleccion de materiales potencialmente infecciosos

- Papel absorbente.

5. CONSERVACION Y ESTABILIDAD DE LOS REACTIVOS
Los reactivos deben ser conservados a 2/8°C. La fecha de caducidad estd impresa en cada uno de los
componentes y en la etiqueta exterior de la caja .

Los reactivos tienen una estabilidad limitada después de la abertura y/o de la preparacién

REACTIVO CONDICIONES

MICROPLACA 5 SEMANAS 2/8°C bolso de pléstico

SUEROS DE CONTROL 5 SEMANAS 2/8°C

CONJUGADO 5 SEMANAS 2/8°C

SUBSTRATO hasta la fecha de caducidad a 2/8°C, 1 semana a 15/30°C en ambiente oscuro
IgA DILUYENTE MUESTRAS listo para su uso 2 semanas 2/8°C

DILUYENTE MUESTRAS listo para su uso 2 semanas 2/8°C, 5 dias 15/30 °C

WASH BUFFER listo para su uso 2 semanas 2/8°C

6. PRECAUCIONES DE USO

SOLAMENTE PARA USO EN DIAGNOSTICO IN VITRO. CONSERVAR A 2-8°C

Cuidado:

Este kit contiene materiales de origen humano que han sido testados y dieron resultados negativos en las pruebas
aprobadas por la FDA para la presencia de HbsAg vy de los anticuerpos anti-VIH-1, anti-VIH-2 y anti-HCV. Dado
que ninguna prueba diagnostica puede ofrecer una completa garantia sobre la ausencia de agentes infecciosos ,
cualquier material de origen humano debe ser considerado potencialmente infeccioso. Todos los materiales de
origen humano deben manipularse segun las practicas de seguridad cominmente adoptadas en la practica diaria de
laboratorio.
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Desecho de los residuos: las muestras de suero y los reactivos se deben desechar como residuos potencialmente
infecciosos, segun disposiciones hormativas vigentes.

Informaciones de Salud y Sequridad:

1. No pipetear por via oral. Usar los guantes de un solo uso y la proteccién para los ojos al manejar las muestras y
durante la prueba. Lavar las manos a fondo después de terminar el test.

2. Los reactivos siguientes contienen baja concentracion de sustancias dafiinas o irritantes:

a) El tampdn de lavado contiene detergentes

b) El conjugado contiene fenol

c) Elsubstrato es acido

d) Los controles contienen azida sédica (0.09%) que con plomo y cobre puede formar dep0sitos
explosivos de metalos azidas.

.Si cualquier reactivo entra en contacto con la piel u ojos, lavar con mucha agua.

3. Los aparatos no desechables se deben esterilizar después su uso. EI método preferido es autoclavar durante 1 h a
121°C; los materiales desechables deben ser autoclavados o incinerados.

4. El &cido sulftrico contenido en la Solucién Bloqueante y el acido clorhidrico usado para limpiar la cristaleria son
corrosivos; utilizar estos materiales con cuidado. En caso de contacto con la piel u ojos, limpiar con mucha agua.

5. Los acidos neutralizados y la otros residuos liquidos se deben disinfectar afiadiendo hipoclorito de sodio en un
volumen suficiente para obtener una concentracion final por lo menos del 1,0%. Se requier una exposicion al
hipoclorito de sodio al 1% durante 30 minutos para garantizar una disinfeccion eficaz.

6. El derrame de materiales potencialmente infecciosos se debe eliminar inmediatamente con papel absorbente y el
area contaminada tendra que ser limpiada, por ejemplo con hipoclorito de sodio al 1,0%, antes de se que se
continde el trabajo. El hipoclorito de sodio no se debe utilizar en derrames que contengan &cido antes de que la
zona sea limpiada . Todos los materiales utilizados para limpiar derrames, incluidos los guantes, se deben desechar
como residuos potencialmente infecciosos . No autoclavar materiales que contengan hipoclorito de sodio.

Precauciones analiticas

1. Poner todos los reactivos y las muestras a temperatura ambiente (18-30°C) antes de su uso. Inmediatamente
después del uso poner los reactivos a la temperatura de conservacion recomendada. Es importante trabajar a
la temperatura correcta. Compruebe que el termostato no esté por debajo de 35°C & por encima de
39°C.. Abrir el envase con las tiras por lo menos después de media hora a temperatura ambiente.

2. No usar los reactivos después de la fecha de caducidad. La contaminacion microbioldgica de los reactivos
debe ser evitada ya que esta puede acortar la vida del producto y causar resultados erréneos.

3. No modificar el método, ni reemplazar los reactivos con los de otros fabricantes o de otros lotes, a no ser que
esté especificamente indicado que el reactivo es intercambiable. No reducir los tiempos de incubacién
recomendados.

4. Lavar con acido hidroclérico 2M todos los materiales de laboratorio que se utilizan en las pruebas y aclarar
con agua destilada o desionizada.

5. No exponer los reactivos a fuerte iluminacion ni a humos de hipoclorito durante la conservacion o las fases de

incubacion.

Evitar que los pocillos se sequen durante el ensayo.

Evitar la contaminacién cruzada entre reactivos. Es importante usar pipetas exclusivas para cada reactivo..
Evitar de tocar el borde del pocillo con el conjugado. No salpicar sobre las microplacas.

Las titulaciones inmunoenzimaticas de vez en cuando pueden presentar un particular efecto llamado "edge
effect" (“efecto filo”) que debe reducirse al minimo aumentando el valor de la humedad durante las fases de la
incubacidn. Las placas se deben cubrir con sus tapas y deben ser incubadas a 37°C en un bafio de agua
usando un soporte para placas, 0 un incubador. Alternativamente, incubar las placas en un analizador
aprobado. Para més informacién consultar el manual de usuario del equipo. No utilizar incubadores de COs.

10. Asegurarse de que el fondo de la placa esté limpio y seco, y de que no haya burbujas presentes en la superficie

del liquido antes de leer la placa.

11. Puede ser fuente de error el uso de muestras altamente hemolizadas, suero no coagulado en su totalidad, o

muestras que presentan contaminacion micrdbiana.

12. El uso del kit con equipos automaticos debe ser convalidado por el usuario.

13. Leer el manual de usuario de cada equipo y en especial si desea obtener informacion sobre los puntos

siguientes:

- instalacién y requisitos especificos

- principios operativos, instrucciones, precauciones y riesgos
- especificaciones del fabricante y rendimiento del equipo

- mantenimiento Yy servicio técnico

©o~N®
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7. TIPO DE MUESTRA Y CONSERVACION

El tipo de muestra es suero recogido nhormalmente de sangre venosa y manipulado con las apropiadas precauciones
requeridas en la buena practica de laboratorio. El suero fresco se puede conservar durante 4 dias a 2/8°C. Para
conservaciones mas largas congelar a —20°C. Se puede descongelar un maximo de 3 veces. Las muestras no deben ser
almacenadas en congeladores autodescongelantes. Agitar con cuidado las muestras descongeladas antes de la titulacion.
La inactivacion al calor puede proveer resultados errdneos. La calidad de la muestra puede ser seriamente afectada por
la contaminacion microbiana que conduce a resultados erréneos.

No utilizar muestras muy lipémicas, ictéricas, hemolizadas 0 contaminadas.

El test no se puede aplicar a plasma humano.

8. PROCEDIMIENTO

Preparar el nimero requerido de tiras.

Preparar el tampén de lavado diluyendo el Wash Buffer 10x (100 mL + 900 mL H0).

Preparar el diluyente de las muestras afiadiendo el IgA DILUENT 50x al tamp6n de lavado (0.5 mL para 25 mL).

Diluir las muestras 1:101 poniendo 10 pL de suero en 1 mL de diluyente, dispensar 100 puL de cada muestra diluida
para cada pocillo (se recomienda efectuar una doble prueba). Colocar los controles SIN DILUIR en una tira (100 pL
para cada pocillo). El requisito minimo indispensable es 1 negativo, 2 cut-off y 1 positivo. Dejar un pocillo libre para
efectuar el blanco, utilizando s6lo 100 pL de la mezcla substrato.

Cubrir los pocillos con la cinta protectora e incubar 45 minutos a 37°C. Lavar 4 veces, dejando la solucién de lavado en
el pocillo 30 segundos cada ciclo (300 uL). Afiadir 100 pL de imunocomplexo a cada pocillo e incubar de nuevo
durante 45 minutos a 37°C, cubriendo los pozos con la cinta protectora.. Lavar la placa otra vez 4 veces, como se
describié anteriormente. Finalmente distribuir el Substrato, 100 pL/pozo. Después de 15 minutos a temperatura
ambiente parar la reaccion enzimatica con 100 pL de Solucion Blogueante. Leer la Absorbancia (DO.) a 450 nm o
450/620 nm dentro de 30 min.

9. ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO DEL TEST

PASO 1 Poner 100 pL de suero
diluido/blanco/calibradores en los pocillos.

Incubar 45 min. a 37°C
Lavar 4 veces (300 pL)
PASO 2 Aﬁadir_100 ML de conjugado a cada pocillo
Incubar_ 45 min. a 37°C
Lavar 4 veces (300 pL)
PASO 3 Aﬁadir_loo ML de Substrato a cada pocillo
Incubar_ 15min.a T.A.
PASO 4 Aﬁadir_100 pL de Solucién Blogueante
Leer Ia_D.Oa 450 nm dentro de 30 min
10. VALIDACION DEL TEST
Restar el valor del blanco (<= 0.150) a todas las otras lecturas. Los valores en D.O. del suero de control Cut-off deben
estar dentro del 25% del valor medio si testado en triple prueba. Descartar cualquier valor anormal y recalcular la
media. El valor del Cut Off debe ser por lo menos 0.2 de D.O. El Control Positivo debe tener D.O. de por lo menos 1.5

veces el valor del Cut-off. La relacidn entre Control Negativo y Cut-off debe ser <= 0.6. La D.O. del Cut-off debe ser
>=0,2a450 nmy >= 0,16 a 450/620 nm.

11. INTERPRETACION DEL TEST
Calcular la relacion entre el valor de D.O. de la muestra y lo del Cut-off (INDEX).
La muestra se considera:
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Inmune: si la relacion (Index) es > 1.2.

Dudoso: si la relacion (Index) + 20% del cut-off.

No-inmune: relacion (Index) es < 0.8.

Si el resultado es dudoso, repetir el test. Si el resultado continua siendo dudoso, recoger una nueva muestra de sangre.
12. LIMITACIONES

El nivel de las IgM anti-Toxoplasma se puede determinar utilizando el kit Toxoplasma IgM. Alternativamente, se

analizard una segunda muestra recogida 8-14 dias mas tarde, para verificar un eventual aumento de las IgA. El
resuotado del test se debe evaluar junto con datos procedentes de otros procedimientos de diagnéstico.

13. ESPECIFICIDAD ANALITICA

Muestras con potenciales potenciales interferentes como el Factor Reumatoideo pueden afectar el rendimiento del test.
Muestras de mujeres embarazadas reactivas para anticuerpos 1gG anti Toxoplasma y no reactivas para anticuerpos IgM
especificos no interferen el el test.

14. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE DIAGNOSTICO

En una prueba clinica, se analizaron 135, de las cuales 29 pertenecientes a pacientes con infeccion aguda (IgM
positivos). Las muestras se probaron en comparacion con otro método inmunoenzimatico comercial. Los resultados
estan resumidos en la tabla siguiente:

otro método
POS NEG
Diesse POS 27 2
NEG 2 104

La sensibilidad y especificidad diagndstica del método resultan ser respectivamente 93% (78-98% IC al 95%) e 98%
(93-99% IC al 95%)

15. PRECISION

Precisién intra-ensayo_(n=6)

Muestra D.O. media D.S. CV%
S1 0.112 0.01 9
S2 0.743 0.036 5
S3 1.307 0.056 4

Tab.2 Precision entre pruebas y lotes (n=5)

Index Media CV%
Muestra S1 0.3 26
Muestra S2 2.1 24
Muestra S3 3.8 9

16. GUIA DE_RESOLUCION DE PROBLEMAS

PROBLEMA

POSSIBLES FUENTES DE
ERROR

PRUEBA U ACCIONES

Serie no valida (todos negativos)

Uno o mas reactivos no han sido
afadidos o han sido afiadidos en
secuencia erronea .

Controlar de nuevo el procedimiento
Controlar si hay disoluciones que no se
hayan utilizado.

Placa no reactiva

Controlar el cddigo del envase de la placa
(ver punto 4 de la informacion técnica para
el cédigo correcto).

Controlar la presencia de humedad en la
placa no utilizada. (El gel de silice debe ser
amarillo palido) Repetir el test.

Serie no vélida (todos positivos)

Contaminacioén del sustrato

Recoger una nueva alicuota de sustrato.
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Lavado inadecuado

Asegurarse del buen funcionamiento del
lavador

Escasa precision

Aspiracion incompleta de los
pocillos

Asegurarse del buen funcionamiento del
lavador

Aspiracion inadecuada de los
pocillos

Asegurarse del buen funcionamiento del
lavador

Error de pipeteado

Controlar el funcionamiento de la pipeta

Adicién de los reactivos demasiado
lenta

Evitar la sequedad de la placa después del
lavado. Afadir los reactivos
inmediatamente.

Presencia de burbujas

Evitar la formacién de burbujas mientras se
pipetea

Sistema optico no limpio

Controlar la fuente de luz y el detector para
la presencia de suciedad . Limpiar el fondo
de la placa con papel suave.

Desarrollo escaso del color

Tiempo o temperatura de incubacion
incorrectos

Verificar el control de la temperaturay el
tiempo de incubacioén.

Seguir cuidadosamente las instrucciones.

Volumen inadecuado de substrato
afladido a la placa

Controlar el funcionamiento de la pipeta.
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INSTRUCTIONS POUR L'EMPLOI

ENZYWELL
TOXOPLASMA IgA

91043 (Francais)

1. UTILISATION ,
METHODE IMMUNOENZYMATIQUE POUR LA DETERMINATION QUALITATIVE DES ANTICORPS
IgA ANTI- TOXOPLASMA GONDII DANS LE SERUM HUMAIN.

2. INTERET CLINIQUE

Le Toxoplasma gondii est un protozoaire ubiquiste ayant la capacité d’infecter tous les espéces de mammiféres. Chez
I’homme, les études sérologiques ont démontré qu’une grande proportion de la population adulte a été infectée par ce
parasite. La maladie peut étre grave, particulierement chez les patientes immunodéprimées pendant la grossesse,
puisque le parasite peut étre transmis au feetus par la mere. C'est la raison pour laquelle il est trés important de connaitre
le titre d’anticorps au début de la gestation, pour pouvoir contréler fréquemment si la séroconversion a lieu chez les
patientes sans immunité. Le dosage des IgA est tres utile pour établir la phase sérologique aigué de la maladie.

3. PRINCIPE

Le test est basé sur le principe ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay). L’antigéne se constitue de Toxoplasma
gondii purifié et inactif et il est li¢ a la phase solide (puits de la barrette 1x8). A travers ’incubation avec le sérum
humain dilué, les immunoglobulines spécifiques se lient a I’antigéne. Aprés des lavages permettant d'éliminer les
protéines qui ne se sont pas liées, on effectue 1’incubation avec le conjugué se constituant d’anticorps monoclonaux
anti-lIgA humaines marqués a la peroxydase.

Le conjugué qui ne s’est pas lié est éliminé et I'on ajoute le substrat. La couleur qui apparait dépend de la concentration
en anticorps spécifiques dans le sérum examiné.

4, CONTENU DU KIT ET PREPARATION DES REACTIFS
- Le kit permet de réaliser 96 réactions.
- Porter les réactifs a température ambiante avant I'utilisation.

MICROPLAQUE 12 x 8 puits sensibilisés avec le Toxoplasma gondii

Utilisation : Découper le sachet du coteé opposé au code (T, suivi par le numéro du lot) qui sert & son identification.
Sortir le support et les barrettes nécessaires du papier d’emballage et placer les barrettes non utilisées dans le sachet en
plastique avec le gel de silice. Chasser 1’air du sachet et le fermer en exergant une pression sur la fermeture,

CONTROLE POSITIF 1x 1.6 mL

Composition :  Sérum humain dilué contenant une quantité connue d’anticorps IgA anti-toxoplasme, dans un tampon
phosphate a 0.01 mol/l avec 1 % de BSA et 0.09 % d’azide de sodium. Il se présente sous une forme liquide et il est
prét a I’emploi sans autre dilution.

Couleur : la couleur des controles dépend de la concentration en anticorps.

ICONTROL CUT-OFF CONTROLE SEUIL 1x2mL

Composition :  Sérum humain dilué contenant une quantité connue d’anticorps IgA anti-toxoplasme, dans un tampon
phosphate a 0.01 mol/l avec 1 % de BSA et 0.09 % d’azide de sodium. Il se présente sous une forme liquide et il est
prét a I’emploi sans autre dilution.

Couleur : la couleur des controles dépend de la concentration en anticorps.

CONJUGUE 1 x 16 mL

Composition : Anticorps monoclonaux anti-IgA marqués a la peroxydase, dans un tampon phosphate contenant 0.05 %
de phénol et 0.02 % de bronidox.

Préparation : Prét a ’emploi.

lgA CONTROL -| CONTROLE NEGATIF IgA (PF93910) 1x 1.6 mL
Composition :  Sérum humain dilué dans un tampon phosphate a 0.01 mol/l avec 1 % de BSA et 0.09 % d’azide de
sodium. Il se présente sous une forme liquide et il est prét a ’emploi sans autre dilution.
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WASH BUF 10x [TAMPON DE LAVAGE 10X (PF93603) 1 x 100 mL |LOTS INTERCHANGEABLES|
Composition :  Solution saline tamponnée, concentrée 10 fois ; contient 0.5 % de brij.

Préparation : Diluer & 1/10 avec de ’eau distillée pour obtenir un tampon de lavage prét a I’emploi.

En présence de cristaux : chauffer la solution a 37 °C pour les solubiliser, puis réaliser la dilution.

lgASAMP DIL 50X  IgA DILUANT 50X (PF93703) 1 x 4.5 mL Pour diluer les échantillons de sérum.
Composition :  Solution protéique (concentrée 50 fois), contenant des anticorps monoclonaux anti-lgG humaines,
additionnée de 0.05 % de phénol et 0.02 % de bronidox.

Diluer au 1/50 dans la solution tamponnée de lavage pour obtenir une solution de diluant préte a I’emploi.

SUBS TMB| SUBSTRAT (PF93619) 1 x 12 mL Prét a I’emploi. LOTS INTERCHANGEABLES|
Composition :  Tétraméthylbenzidine (a 0.26 mg/ml) et peroxyde d’hydrogéne ( H2O; & 0.01 %) stabilisé dans un
tampon citrate (a 0.05 mol/l). pH = 3.8.

H.SO04 0.3 M| SOLUTION D’ARRET (PF93602) 1 x 16 mL |LOTS INTERCHANGEABLES|
Composition : H2SO4 (14 0.3 mol/l ) en solution préte a I’emploi.

SACHET EN POLYETHYLENE (1)
FEUILLES ADHESIVES (2)

MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

- Incubateur & 37 °C

- Lecteur de microplaques (longueur d’onde 450 NM ou 450/620 nm, avec linéarité jusqu’a >= 2.000)
- Laveur de microplaques (pas indispensable) capable de fournir des volumes de 225-375 uL
- Eau distillée ou désionisée

- Verrerie normale de laboratoire (éprouvettes, pipettes, etc...)

- Micropipette pour le prélévement précis de 10, 100, 1000 L de solution

- Gants a jeter

- Compte-minutes

- Solution 5 % de sodium hypochlorite

- Récipients pour les matériaux potentiellement infectieux

- Papier absorbant

5. MODALITES DE CONSERVATION ET STABILITE DES REACTIFES
Conserver les réactifs a 2-8 °C. La date de péremption est imprimée sur chaque flacon et sur 1’étiquette apposée sur le
coffret.

Les réactifs ont une stabilité limitée aprés I’aperture et/ou la préparation.

REACTIF CONDITIONS

MICROPLAQUE 5 semaines a 2/8 °C, sachet en polythéne.

SERUMS DE CONTROLE 5 semaines a 2/8 °C.

CONJUGUE 5 semaines a 2/8 °C.

SUBSTRAT jusqu’a péremption a 2/8 °C, 1 semaine & 15/30 °C, dans l'obscurité.
IgA DILUANT 50x prét a ’'usage 2 semaines 2/8 °C.

TAMPON DE LAVAGE prét a I’emploi 2 semaines a 2/8 °C, 5 jours a 15/30 °C.
SOLUTION D’ARRET jusqu’a péremption a 2/8 °C.

6. PRECAUTIONS D’UTILISATION

POUR DIAGNOSTIC IN VITRO.

ATTENTION :

Ce kit contient des matériaux d’origine humaine. Bien que tous les produits d’origine humaine aient subi un
contrble de dépistage négatif, concernant les anticorps anti-VIH 1 et 2, les anticorps anti-VHC et I’Ag HBs en
utilisant des méthodes approuvées par la FDA, ils doivent cependant étre maniés comme étant des produits
potentiellement infectieux.

Elimination des résidus: les échantillos de serum et les reactifs usages doivent étre traités come des déchets infectés,
et donc éliminés conformément aux dispositions de loi en vigueur.

PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS POUR LA SECURITE PERSONNELLE
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Ne pas pipeter avec la bouche. Porter des gants a jeter et des protections pour les yeux quand on manie des
échantillons et pendant le test. Se laver soigneusement les mains une fois que le test est terminé.

Les réactifs suivants contiennent de faibles concentrations de substances nocives ou irritantes :

a) Le tampon de lavage contient des détergents

b) Le conjugué et les controles contiennent du phénol

c) Le substrat est acide.

d) Les controles contiennent de I’azide de sodium (0.09 %). Les azides peuvent réagir avec les métaux des
canalisations et donner ainsi naissance a des composeés explosifs.

En cas de contact d'un réactif avec la peau ou les yeux, les laver a grande eau.

Les instruments que ne sont pas & jeter doivent étre stérilisés aprés 1’emploi, de préférence en autoclave pendant
1ha121 °C. Les matériaux a jeter doivent étre mis en autoclave ou incinérés.

L’acide sulfurique contenu dans la solution d’arrét et ’acide chlorhydrique utilisé pour laver la verrerie sont
corrosifs ; ces substances doivent étre utilisées avec prudence. En cas de contact avec la peau ou les yeux, les
laver a grande eau.

Les matériaux liquides & jeter, neutralisés avec une solution alcaline, doivent étre désinfectés avec de
I'nypochlorite de sodium en quantité suffisante pour obtenir une concentration finale de 1 % au moins. Une
exposition a I'nypochlorite de sodium 1 % pendant 30 minutes suffit pour garantir une désinfection efficace.

En cas de renversement accidentel de matériaux potentiellement infectieux, essuyer immédiatement avec du
papier absorbant et nettoyer le plan de travail avec, par exemple, de I’hypochlorure de sodium (1 %), avant de
continuer le test. En présence d’un acide, on pourra utiliser 'hypochlorite de sodium seulement aprés avoir
essuyé la zone. Tous les matériaux utilisés pour nettoyer un renversement accidentel doivent étre éliminés
comme étant potentiellement infectieux.

AVERTISSEMENTS ANALYTIQUES

1.

© o ~N®

10.

11.

12.
13.

7.

Porter tous les réactifs et les échantillons & la température ambiante (18-30 °C) avant I’emploi. Remettre les
réactifs a la température de conservation immédiatement aprés 1’emploi. Il est trés important de contréler la
température d’incubation des microplaques. Le thermostat ne doit pas descendre au-dessous de 35 °C ni au-
dessus de 39 °C. Ouvrir le sachet contenant les barrettes apres l'avoir laissé 30 minutes & la température
ambiante.

Ne pas utiliser les réactifs au-dela de la date de péremption. Eviter la contamination microbienne des
réactifs parce que la validité peut se réduire et que les résultats peuvent étre erronés.

Ne pas changer le procédé, ni remplacer les réactifs avec ceux d’autres producteurs ou d’autres lots, 8 moins
qu’il ne soit précisé que le réactif est interchangeable parmi différents lots. Les temps d’incubation ne
doivent pas étre réduits.

Toute la verrerie utilisée pour le test doit étre lavée soigneusement avec de 1’acide chlorhydrique (2M) et
rincée a 1’eau distillée ou désionisée.

N'exposer les réactifs ni a une forte lumiére, ni aux vapeurs d’hypochlorite pendant leur conservation ou
pendant les phases d’incubation.

Eviter le desséchement des puits pendant le test.

Eviter la contamination croisée entre les réactifs. Il est important d'utiliser des pipettes « dédiées ».

Eviter de toucher ou d’éclabousser le bord du puits avec le conjugué. Ne pas souffler sur les microplaques.
Les dosages immunoenzymatiques présentent parfois un « effet de bord » (« edge effect ») ; cet effet peut
étre minimisé en augmentant I’humidité pendant les phases d’incubation. Les microplaques doivent étre
couvertes avec le couvre-plaque et incubées a 37 °C ou au bain-marie. Autrement, il est possible de faire
incuber les plagues dans une analyseur approprié. Ne pas utiliser d’incubateurs a CO».

Avant de lire la microplaque, veiller a ce que le fond de la microplaque soit propre et sec et qu’il n’y ait
aucune bulle d’air a la surface du liquide.

Des échantillons fortement hémolysés, du sérum non complétement coagulé ou des échantillons présentant
une contamination microbienne peuvent entrainer des résultats erronés.

L’utilisation du kit avec des instruments automatiques doit étre validée par I’utilisateur.

Lire attentivement les modes d'emploi des instruments utilisés ; en particulier, il faut préter attention :

- a l'installation et aux avertissements spécifiques

- aux principes opérationnels, aux instructions, précautions, risques

- aux spécifications du producteur et aux performances de 1’instrument

- a la maintenance et a l'assistance technique

ECHANTILLONS

Les sérums frais ou décongelés peuvent étre utilisés. Les échantillons peuvent étre stockés a +2...+8 °C pendant 4

jours.

Pour un stockage plus long, congeler les sérums & — 20 °C. Peut subir jusqu’a un maximum de troi décongelations.

Eviter

l'utilisation de I'espace de congélateur a dégivrage automatique pour le stockage des échantillons. Les sérums
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décongelés doivent étre bien agités avant I'utilisation. La non-activation a la chaleur peut provoquer des résultats
erronés

Les échantillons qui présentent une contamination microbienne peuvent fausser les résultats. Ceux qui sont fortement
lipémiques, ictériques ou contaminés ne doivent pas étre utilisés.

L’échantillon ne peut pas se constituer de plasma humain.

8. PROCEDURE
Préparation :
- Préparer le nombre nécessaire de barrettes.
- Préparation de la solution tamponnée de lavage :
Diluer la solution de lavage concentrée (par exemple : 100 ml + 900 ml d’eau distillée).
- Préparation du diluant :
Ajouter le diluant concentré a la solution de lavage (exemple : 2 ml dans 98 ml d’cau distillée).

Exécution

Diluer les échantillons 1 :101 en versant 10ul de sérum dans 1 mL de diluant ; distribuer 100 pl de chaque échantillon
dilué dans les puits (il est conseillé d’effectuer ’analyse en double). Mettre les controles NON dilués (100 pl/puits)
dans une barrette. Le numéro minimum indispensable est 1 négatif et positif et 2 cut-off. Utiliser un puits pour effectuer
le blanc, en ajoutant seulement 100 ul de substrat par puits. Couvrir les puits avec la feuille de protection.

Incuber pendant 45 minutes a 37 °C. Laver pendant 30 secondes (300 pL), répéter la phase de lavage 4 fois. Ajouter
100 il du conjugué dans chaque puits.

Couvrir les puits avec la feuille de protection. Incuber pendant 45 minutes a 37 °C. Laver la plaque encore 4 fois
comme cela est mentionné précédemment. Distribuer le substrat (100 pl / puits). Incuber 15 minutes a température
ambiante. Ajouter 100 pl de solution d’arrét.

Lire la densité optique & 450 nm ou a 450/620 nm dans les 30 minutes.

9. SCHEMA D’ANALYSE

le ETAPE Mettre 100 pl de sérum dilué/blanc/contréles dans les puits de la barrette.
Incuber pendant 45 minutes a 37 °C.
Laver 4 fois pendant 30 secondes (300 pl)
2e ETAPE Ajouter 100 pl de conjugué dans chaque puits.
Incuber pendant 45 minutes a 37 °C.
Laver pendant 30 seconde a 4 reprises (300 pL)

3e ETAPE Mettre 100 ul de substrat dans les puits.
Incuber pendant 15 minutes a la température ambiante.

4e ETAPE Ajouter la solution d’arrét, 100 ul dans chaque puits.
Lire la densité optique a 450 nm dans les 30 minutes.

10. VALIDATION DU TEST

Lire les absorptions a 450 nm et en déduire la valeur de la D.O du blanc (<= 0.150).

Calculer les valeurs du controle seuil. Aucune valeur ne doit s’écarter de plus de = 25 % de la valeur moyenne si
I'analyse est faite en triple; sinon éliminer la valeur aberrante. Recalculer la moyenne.

Le controle positif doit avoir une D.O 1,5 fois supérieure a celle du sérum seuil.

Le rapport des D.O du contréle négatif et du sérum seuil doit étre <=0,6. La D.O. du contrdle seuil doit étre >= 0.2 a
450 nm et >=0.16 & 450/620 nm.

11, INTERPRETATION DU TEST

Résultats qualitatifs

Si la valeur de I’0O.D. du sérum est supérieure au sérum seuil, I’échantillon est positif en présence des IgA spécifiques.
Calculer le rapport entre la valeur d” absorption de 1’échantillon et celle du seuil (Index).

L’échantillon est considéré comme étant :

Positif : si le rapport (Indice) est > 1.2
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Incertain: si le rapport (Indice) est compris entre 0.8 et 1.2
Négatif : si le rapport (Indice) est > 0,8

Si le résultat est incertain, refaire le test. Si le résultat est de nouveau incertain, réaliser de nouveaux prélevements
d’échantillons de sang.

12. LIMITES DU TEST

Le niveau des IgM anti-toxoplasmose peut étre déterminé en utilisant le kit Enzywell Toxoplasma IgM. Autrement, un
deuxiéme échantillon prélevé 8-14 jours plus tard, devrait étre contrélé en parallele pour déterminer un incrément des
anticorps IgA. Les résultats obtenus servent seulement en tant que support pour le diagnostic et ils doivent étre
interprétés avec d'autres observations.

13. SPECIFICITE ANALYTIQUE

Les échantillons contenant des substances potentiellement interférentes, comme les Facteurs Rhumatoides, peuvent
altérer les résultats du test.

Les échantillons provenant de femmes enceintes, réactives aux 1gG anti-Toxoplasma mais non aux IgM spécifiques,
n’interférent pas avec le résultat.

14, SENSIBLITE ET SPECIFICITE DIAGNOSTIQUES

135 échantillons ont été analysés lors d'une expérimentation clinique effectuée dans un laboratoire hospitalier : 29
appartenaient a sujets atteints d’une infection aigué (IgM positifs). La comparaison a été effectuée avec une autre
méthode disponible dans le commerce. Les résultats sont reportés ci-dessous :

Autre méthode
POS NEG
Diesse POS 27 2
NEG 2 104

La sensibilité et la spécificité diagnostique sont 93 % (78-98 % IC a 95 %) et 98 % (93-99 % IC a 95 %),
respectivement.

15. PRECISION

Tableau 1 Précision dans la série (n=6)

Echantillon Moyen O.D. S.D. CV %
S1 0.112 0.01 9
S2 0.743 0.036 5
S3 1.307 0.056 4

Tableau 2 Précision entre séries (n=5)

Indice Moyen CV %
Echantillon S1 0.3 26
Echantillon S2 2.1 24
Echantillon S3 3.8 9

16. RESOLUTION DES PROBLEMES

PROBLEME CAUSES POSSIBLES ACTION/CONTROLE

Session non valable (tous Absence d’un ou de plusieurs Controler le processus.

négatifs) réactifs, ou ajout des réactifs en Contrdler s’il y a une solution inutilisée.
ordre erroné Refaire le test.
Plaque non réactive Contrdler le code imprimé sur le sachet de la

plaque (lire le mode d'emploi, paragraphe 4).

Contréler s’il y a de I’humidité sur la plaque
inutilisée. (Le gel de silice doit présenter une
couleur jaune péle). Refaire le test.

Session non valable (tous positifs) | Contamination du substrat Prélever une nouvelle guantité de substrat.

Lavage insuffisant S’assurer que le laveur fonctionne
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correctement

Précision insuffisante

Lavage incomplet des puits

S’assurer que le laveur fonctionne
correctement

Aspiration insuffisante des puits

S’assurer que le laveur fonctionne
correctement

Erreur de pipetage

S’assurer que la pipette fonctionne
correctement

Ajout des réactifs trop long

Eviter le dessechement de la plaque apres la
phase de lavage. Ajouter immédiatement les
réactifs.

Présence de bulles d’air

Eviter la formation de bulles d’air pendant le
pipetage.

Parcours optique pas propre

Controler la source lumineuse et la présence
d’impuretés. Essuyer le fond de la plaque
avec du papier.

Développement insuffisant de la
couleur

Temps ou température d’incubation
non correct

Vérifier le contréle de la température et du
temps d’incubation

Suivre attentivement les instructions
d’utilisation.

Volume incorrect du substrat ajouté
a la plaque

Controler le fonctionnement de la pipette.
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