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Anti-Tetanus-Toxoid-ELISA (IgG)

Arbeitsanleitung
BESTELLLNR. | ANTIKORPER GEGEN | IG-KLASSE | SUBSTRAT FORMAT
El 2060-9601 G Tetanus-Toxoid e a?k:’;igr‘égfgg 96 x 01 (96)

Indikation: Der vorliegende ELISA-Testsatz dient der quantitativen In-vitro-Bestimmung humaner Anti-
kérper der Immunglobulinklasse 1gG gegen Tetanus-Toxoid aus Serum oder Plasma zur Abklarung
eines unklaren Immunstatus.

Stellenwert: Der Anti-Tetanus-Toxoid-ELISA (IgG) basiert auf inaktiviertem Tetanus-Toxin und dient der
quantitativen Bestimmung von humanen IgG-Antikérpem gegen Tetanus-Toxoid in Serum oder Plasma.
Dieser Test ist fur die Bestimmung des Immunstatus sowie zur Impfkontrolle geeignet.

Testprinzip: Die Testpackung enthélt Mikrotiterstreifen zu je 8 vereinzelbaren Reagenzgefélien, die mit
Tetanus-Toxoid beschichtet sind. Die Reagenzgefille werden im ersten Analyseschritt mit verdinnten
Patientenproben inkubiert. Bei positiven Proben binden sich spezifische Antikérper der Klasse IgG (und
IgA, IgM) an die jeweiligen Antigene. Zur Darstellung dieser Antikdrper inkubiert man in einem zweiten
Schritt mit einem Enzym-markierten Anti-Human-1gG (Enzymkonjugat), das eine sich anschlieRende
Farbreaktion katalysiert.

Inhalt einer Testpackung:

Bezeichnung Farbe Format Symbol
1. Antigen-beschichtete Reagenzgefie
12 Mikrotiterstreifen zu je 8 vereinzelbaren - 12x8
Reagenzgefalen im Rahmen, gebrauchsfertig
2. Kalibrator1 1x2.0ml
5 IE/ml (IgG, human), gebrauchsfertig !
3, Mallorasor & In abnehmender | 1x2,0 ml CAL 2

2 IE/ml (IgG, human), gebrauchsfertig
4. [Kalibrator 3
1 IE/ml (IgG, human), gebrauchsfertig

Intensitat rot 1x2,0ml

5. Kalibrator 4 i
0,1 IE/ml (IgG, human), gebrauchsfertig gt o
6. Kalibrator 5 1x2,0ml

0,01 IE/ml (IgG, human), gebrauchsfertig
7. Positive Kontrolle
(1gG, human), gebrauchsfertig

8. Negative Kontrolle 4
{lG. human), gebrauchsfertia griin 1x2,0ml NEG CONTROL

9. Enzymkonjugat

blau 1x2,0ml POS CONTROL
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Peroxidase-markiertes Anti-Human-lgG grin 1x12ml CONJUGATE
(Kaninchen), gebrauchsfertig
10. Probenpuffer, gebrauchsfertig hellblau 1x100 ml | [SAMPLE BUFFER
11. Waschpuffer, 10-fach konzentriert farblos 1 x 100 ml | [WASH BUFFER 10x
12. Chromogen/Substratlésung
TMB/H,0;, gebrauchsfertiq farhlos txizml [SUBSTRATE]
13. Stopplbsung
0,5 M Schwefelsdure, gebrauchsfertig farblos Toedeml STOP SOLUTION
14. Abdeckfolie - 2 Stiick
15. Arbeitsanleitung — 1 Heft
16. Qualitdtskontrolizertifikat — 1 Protokoll
Chargen-Bezeichnung ( € | Lagertemperatur

In-vitro-Diagnostikum 5 ungedffnet verwendbar bis

sl EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG - 23560 Lilbeck {Germany) - Seekamp 31 - Tel. +4945168550 - Fax +494515855591



Medizinische

EFEUROIMMUN Labordiagnostika H B H M

A

Inkubation

(Teil-)Manuellie Testdurchfilhrung

Proben-Inkubation:
(1. Schritt)

Waschen;

Konjugat-Inkubation:
(2. Schritt)

Waschen:

Substrat-Inkubation:
(3. Schritt)

Stoppen:

Messen:

Entsprechend dem Pipettierschema je 100 pl Kalibrator, Positiv- und Negativ-
kontrolle oder verdiinnte Patientenproben in die einzelnen Reagenzgefile
pipettieren.

Bei manueller Testdurchfilhrung miissen die Reagenzgefille mit der bei-
liegenden Folie abgedeckt werden. Bei automatischer Testdurchfiihrung
muss die individuelle Anleitung des Automatenherstellers beachtet werden.
80 Minuten bei +37 °C £ 1 °C inkubieren.

Manuell; Abdeckfolie entfernen. Reagenzgefille entleeren und anschiieend
3 x mit jeweils 300 I gebrauchsfertig verdinntem Waschpuffer waschen,
Automatisch: Abdeckfolie enffernen. Reagenzgefile 3 x mit je 450 pl
gebrauchsfertig verdiinntem Waschpuffer waschen (Programm-Einstellung:
z. B. TECAN Columbus Washer ,Overflow Modus”).

Den Waschpuffer in jedem Reagenzgefat pro Waschzyklus 30-60 Sekunden
einwirken lassen, anschlieBend absaugen oder ausschitten. Nach dem
Waschvorgang sowohl bei manueller als auch automatischer Durchfihrung
die Mikrotiterplatte mit den Offnungen nach unten kraftig auf Viiespapier aus-
schlagen, um Waschpufferreste volisténdig zu entfernen.

Achtung: Fliossigkeitsreste (>10 ul), die nach dem Waschvorgang in den
ReagenzgefdRen verbleiben, kdnnen einen Einfluss auf die Substrat-
umsetzung haben und zu falsch erniedrigten Extinktionswerten fihren.
Unzureichendes Waschen (z. B. weniger als 3 Waschzyklen, zu geringe
Waschpuffervolumina oder zu geringe Einwirkzeiten) kann zu falsch erhdhten
Extinktionswerten fihren.

Freie Positionen innerhalb des Mikrotiterstreifens sind mit leeren Reagenz-
gefdRen desselben Plattenformates wie das des zu untersuchenden Para-
meters aufzufiillen.

Jeweils 100 pl Enzymkonjugat (Peroxidase-markiertes Anti-Human-lgG) in die
Reagenzgefifte pipettieren. 30 Minuten bei Raumtemperatur {(+18 °C bis
+25 °C) inkubigren.

Reagenzgefilie entleeren. Waschen wie oben.

Jeweils 100 pl Chromogen/Substratiésung in die Reagenzgefdfe pipettieren.
15 Minuten bei Raumtemperatur (+18 °C bis +25 °C) inkubieren (vor direkter
Sonneneinstrahlung schiitzen).

Jeweils 100 pl Stopplésung in die Reagenzgefile pipettieren, in der gleichen
Reihenfolge und mit der gleichen Geschwindigkeit wie bei der Zugabe der
Chromogen/Substratldsung.

Cie photometrische Auswertung der Farbintensitat scolite innerhalb von
30 Minuten nach dem Stoppen erfolgen, bei 450 nm Messwellentinge und
elner Referenzwellenldnge zwischen 620 nm und 850 nm. Vor dem Messen
die Mikrotiterplatte vorsichtig schitteln, um eine homogene Verteilung der
Farblésung zu gewéhrieisten.
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Liegt die Extinktion einer Patientenprobe oberhalb des Kalibrators 1 (5 IE/ml), ist das Ergebnis mit
5 IE/mI" anzugeben. Es empfiehit sich, diese Probe in einem neuen Testansatz mit einer Verdinnung
von z. B. 1:400 wiederholt zu messen. Das aus der Standardkurve ermittelte Ergebnis in IE/ml muss
entsprechend diesem Beispiel dann noch mit dem Verdinnungsfaktor 4 multipliziert werden,

Interpretation der Testergebnisse

18] Widd ol et Teslergebnisse smpfonlertt
<0,1 IE/ml Immunschutz nicht ausreichend, Auffrischimpfung wird empfohlen

0,1 -0,5I1E/ml  Immunschuiz vorhanden, Auffrischimpfung verleiht langfristigen Impfschutz

»0,5- 1,1 IE/m! Immunschutz ausreichend, Auffrischimpfung in 2 bis 5 Jahren

>1,1-5,0 [E/ml Immunschutz ausreichend, Auffrischimpfung in 5 bis 10 Jahren
>5,0 IE/m! Immunschutz ausreichend, Auffischimpfung in ca. 10 Jahren

nlkGTpETST oI IAnderepazifischie Empfenfiinigan perlicksiohtit werder:

Bei Doppelbestimmungen ist der Mittelwert fur die Berechnung zu verwenden. Weichen die Ergebnisse
einer Doppelbestimmung erheblich voneinander ab, empfiehit EUROIMMUN, die Probe emeut zu

messen.

i des Ratientenzd

Test-Charakteristika

Kalibrierung: Der Anfi-Telanus-Toxoid-ELISA (IgG) wurde mit der ersten internationalen
Standardpraparation TE-3 der WHO kalibriert (1% International Standard for Tetanus Immunoglobulin,
Human NIBSC Code TE-3).

Bei jedem Testansatz miissen die Extinktionswerte der Kalibratoren sowie die internationalen Einheiten
der positiven und negativen Kontrolle innerhalb der fir jede Charge angegebenen Toleranzen liegen.
Ein Qualitdtskontrollzertifikat mit den entsprechenden Daten ist beigefligt. Wenn diese Anforderungen
an die Kentrollen nicht erfilllt sind, kénnen die Testergebnisse ungenau sein, und der Test sollte wieder-
holt werden,

Das Bindungsverhalten der Antikdrper sowie die Aktivitdt des eingesetzien Enzyms héngen von der
Temperatur ab. Es empfiehlt sich daher, fir alle drei Inkubationsschritte einen Thermostaten einzuset-
zen. Je héher die Umgebungstemperatur bei den Inkubationen, desto héher werden die Extinktions-
werte. Entsprechende Variationen gelten auch fur die Inkubationszeiten. Die Kalibratoren sind aber den
gleichen Einflissen unterworfen, sodass sich diese Variationen bel der Ergebnisberechnung weilgehend
aufheben.
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Antigen: Die Reagenzgefilie wurden mit einem inaktivierten Tetanus-Toxin beschichtet.

Linearitdt: Zur Bestimmung der Linearitdt des Anti-Tetanus-Toxold-ELISA (lgG) wurden mindestens
4 serielle Verdiinnungen verschiedener Patientenpreb RS DEEAR g’feiaigué Toxoid-ELISA
{lgG) ist mindestens im untersuchten Konzentrationsbereich (0,01 IE/ml bis 4,2 1E/m) linear.

=
=
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Nachweisempfindlichkelit: Die untere Nachweisgrenze ist definiert als der Mittelwert einer analytfreien
Probe plus der dreifachen Standardabweichung und gibt den geringsien eindeutig erfassbaren Anti-
kdrpertiter an. Die untere Nachweisgrenze des Anti-Tetanus-Toxoid-ELISA (1gG) liegt bei 0,001 IE/m.

Kreuzreaktivitiit: Die Qualitdt des verwendeten Antigens garantiert eine hohe Spezifitit des ELISA.
Seren von Patienten mit Infektionen verschiedener Erreger wurden mit dem Anti-Tetanus-Toxoid-ELISA
{IgG) untersucht.

Antikdrper gegen n Anti-Tetanus-Toxoid-ELISA (lgG) positiv
Adenovirus 12 0%
Chlamydia pneumoniae 12 0%
CMV 8 0%
EBV-CA 12 0%
Helicobacter pylori 9 0%
HSV-1 12 0%
Influenza A 12 0%
Influenza B 12 0%
Masernviren 12 0%
Mumpsviren 12 0%
Mycoplasma pneumoniae 12 0%
Parainfluenza-Pool 12 0%
Rdteln 12 0%
RSV 12 0%
Toxoplasma gondii 11 0%
VZV 12 0%

Interferenzen: Hamolytische, lipdmische und ikterische Proben ergaben bis zu einer Konzentration von
10 mg/ml fiirr Hamoglobin, von 20 ma/ml fur Triglyceride und von 0,4 mg/ml fUr Bilirubin keine Inter-
ferenzen im vortiegenden ELISA.

Reproduzierbarkeit: Zur Kontrolle der Reproduzierbarkeit wurden die Intra- und Inter-Assay-Varia-
tionskoeffizienten mit 3 EfoBéH ermittelt. Den Intra-Assay-Variationskoeffizienten liegen jeweils
20 Bestimmungen, den Inter-Assay-Variationskoeffizienten jeweils 4 Bestimmungen in 6 verschiedenen
Testansatzen zugrunde.

Intra-Assay-Variation, n = 20 Inter-Assay-Variation, n=4x 6
Probe Mittelwert VK Probe Mittelwert VK
(IE/mil) (%} (IEfml) (%}

1 086 2,7 1 0,8 6,0

2 0,8 2,2 2 1.0 9,7

3 2,0 1.1 3 2,0 356
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Sensitivitit und Spezifitat:

Studie 1. 108 vorcharakterisierte Patientenproben (Herkunfi: Europa; Referenzmethode: kommerziell
erhélilicher ELISA eines anderen Herstellers) wurden mit dem EUROIMMUN Anti-Tetanus-Toxoid-
ELISA (lgG}) untersucht. Die Sensitivitat befrug 98 %, bei einer Spezifitit ven 100 %.

= ELISA eines anderen Herstellers
n=108 = I
positiv negativ
EUROIMMUN positiv 97 0
Anti-Tetanus-Toxoid-ELISA (igG) negativ 2 P

Studie 1I: 8% Klinisch vorcharakierisiere Patientenproben {INS¥ANEN wurden mit dem EUROIMMUN
Anti-Tetanus-Toxgid-ELISA (IgG) untersucht. Die Sensitivitit betrug 3% bei einer Spezifitat von

100 % {GUt-oH O 1B )
- E¥ INSTAND
n=54 positiv negativ
EUROIMMUN positiv 45 [
Anti-Tetanus-Toxold-ELISA (1gG) negativ K %
Kiinische Bewerturig! HZ5s INSTANG
4
| 1]
§
2
g 4

Referenzberelch: Die Spiegel der Anti-Tetanus-Toxid-Antikdrper {IgG) wurden bei 500 gesunden Blut-
spendem mit diesem EUROIMMUN-ELISA ermittelt. Bei einem Cut-off von 0,1 |E/m| wiesen 97 % der
Blutspender einen ausreichenden Impfschutz auf. Bei 3 % der Blutspender waren eine Auffrischimpfung
oder eine Grundimmunisierung erforderlich.

Klinische Bedeutung

Der Anti-Tetanus-Toxeid-ELISA (igG) dient dem Nachweis und der quarnditativen Bestimmung von
humanen IgG-Antikérpem gegen Tetanus-Toxoid in Serum oder Plasma. Der Tetanus-Erreger,
Clostridium tetani (C. tetani), ist ein obligat anaerobes, bewegliches, grampositives, sporenbildendes
Stébchenbakterium der Gattung Clostridium in der Familie der Bacillaceae. Es wird in der Erde, in
Trerkadavern, im Darminhalf und in den Fézes von Pferden, seltener von Rindern und anderen Tieren
gefunden. Die im Erdreich ubiquitdr vorkommenden Sporen von C. tetani sind widerstandsféhig gegen
Hitze und Desinfektionsmittel. Wenn sie nicht dem Scnnenlichf ausgesetzt sind, kdnnen sie in der Erde
jahrelang Oberleben. Eine direkte Ansteckung von Mensch zu Mensch erfolgt nicht.
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Die Vorbedingung fUr eine Infektion ist eine Verletzung. Dabei werden die Sporen von C. tetani durch
Verunreinigungen oft zusammen mit Fremdkérpern, z. B. Holzsplittern, Négeln, Dornen, unter die Haut
gebracht. Die Wunden missen nicht offen sein. Auch kaum sichtbare Bagatellverletzungen sind
gefihrlich. Die Umwandlung der Speren in die vegetative Form von C. tetani findet in den Wunden statt.
Optimale Wachstumsbedingungen bestehen bei etwa 37 °C in anaerober Almosphére.

C. tetani kann zwei Exotoxine bilden: Tetanolysin und Tetanospasmin. Das fetztere, ein 150 kDa-Protein,
uft als Neurotoxin die typischen klinischen Symptome ({leichte bis schwerste Muskelspasmen;
generalisierte, neonatale oder lokale Form des Tetanus) hervor und wird in seiner pathogenen Wirkung
nur nach vom Botulinustoxin Obertroffen.

Tetanus ist weltweit verbreitet mit groRen regionalen Unterschieden. In den Industriestaaten Europas
und Nordamerikas ist die Tetanus-Inzidenz dank umfassender Impfungen sowie der verbesserten
Lebensbedingungen niedrig. In Deutschland ist die Zahl der Erkrankungen von weit Uber 100 Fallen {vor
1670} auf heute wenige Falle zurickgegangen, wobei nur tédlich verlaufene Erkrankungsfélle Uber die
Todesursachenstatistik erfasst werden, und das auch nicht (berall. In Asien und Afrika liegt die Inzidenz
bel 10 bis 50 Erkrankungen pro 100.000 Einwochner. Nach Schétzungen der WHO sterben weltweit
jabriich Uber eine Million Menschen an Tetanus, insbesondere Sauglinge am Tetanus neonatorum Ober
die Eintrittspforte Nabelschnur,

Die Inkubationszeit betrdgt in der Regel 4 bis 14 Tage, mitunter 3 Tage bis 3 Wochen. Eine kiirzere
Inkubation (héhere Toxinmenge) hat eine unglnstigere Prognose.

Das hochpotente Tetanospasmin, das tonische Krampfe auslost, und das Tetanolysin, das eine
hdmolytische und méglicherweise auch eine kardiotoxische Wirkung besitzt, binden sich an die
Rezeptorganglioside der Neuronen und wandern etwa 5 mm pro Stunde entlang der peripheren Nerven
bis zum ZNS. Die Exotoxine wirken wie Strychnin hemmend auf die Tétigkeit der Vorderhornzellen in der
Medulla spinalis und beseitigen die reziproke Innervation, sodass die ausgehenden Impulse eine
{ibertriebene Reaktion verursachen.

Die generalisiette Form des Tetanus ist die héufigste. Sie beginnt meist afebril oder subfebril mit toni-
schen Spasmen der Skelettmuskulatur von Gesicht (,Risus sardonicus” mit Kieferklemme, Trismus),
Pharynx {Dysphagie), Larynx und Rumpf {opistotone K&rperhaltung). Durch gleichzeitige Spasmen der
Flexoren und Extensoren kénnen im Bereich der Wirbelssule Frakturen entstehen. Das Bewusstsein
bleibt erhalten. Respiratorische Komplikationen wie Obstruktion der Atemwege, Sekretstau, Pneumonien
und Atelektasen, filhren zur Ateminsuffizienz. Eine Beteiligung des sympathischen Nervensystems zeigt
sich in  Form wvon  Blutdruckschwankungen, peripheren  Durchblutungsstérungen  und
Schweiltausbriichen. Die Lefalitst liegt bei moderner Intensivtherapie zwischen 10 und 20 % und ist
sonst erheblich hsher. Todesursachen sind vor allem respiratorische Insuffizienz und kardiovaskuldre
Komplikationen.

Die neonatale Form des Tetanus entwickelt sich bei Kindern, die von unzureichend immunisierten
Mittern entbunden werden und bei denen eine hygienisch unzureichende Behandlung des Nabels
erfolgte. Die Erkrankung fritt in der Regel in den ersten zwei Lebenswochen als generalisierte Form mit
Rigiditét, Trinkschwéche und Krimpfen auf,

Die lokale Form des Tetanus ist eine seitene Form, deren Manifestationen sich auf die Muskeln in der
Umgebung der Eintrittspforte erstrecken. Diese Form entsteht meist bei einer Teilimmunitét und hat eine
gute Prognose.

Die Diagnose eines Tetanus wird aufgrund des typischen klinischen Befundes und der Labordiagnostik
gestelit. Eine Erkrankung ist unwahrscheinlich, wenn eine volisténdige Grundimmunisierung vorliegt und
fristgeméRe Auffrischungsimpfungen durchgefihrt wurden. Zur Absicherung der Diagnose kann ein
Toxinnachweis mittels Neutralisatonstest im Tierversuch (Mduseversuch} unter Verwendung von
Wundmaterial oder Serum des Patienten durchgefiihrt werden. Der kulturelle Ervegernachweis gelingt
meist nicht. Zur Bestimmung des Tetanus-Antitoxin-Titers werden verschiedene Methoden wie RIA, FIA,
ELISA cder Mikroneutralisationstests angeboten.

Das Verfahren der Wahl, das sich durch eine hohe Empfindlichkeit, einfache Durchfihrung sowie die
Méglichkeit zur Automatisierung auszeichnet, ist der ELISA. Fir die Diagnose der infektion sowie fur
eine Prifung auf ausreichende Mengen an schiltzenden Antikdrpem (nach Impfung) steht der
Anti-Tetanus-Toxeid-ELISA (IgG) zur Verfigung.
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Da bei Auffrischungsimpfungen Reaktionen wie Polyneuritiden und tonische Muskelkrdmpfe, auftreten
kinnen, ist es wichtig, vor der Applikation des Impfstoffs die Bestimmung des Anti-Tetanus-Toxoid-Titers
durchzufilhren, um eine Aussage Uber die Notwendigkeit dieser MaRnahme zu erhalten. Unabhéngig
davon empfiehlt die WHO die Impfung Schwangerer zwischen der 27. und 38. Schwanger-schaftswoche
gegen Tetanus (inklusive Diphtherie und Keuchhusten), um durch die Weitergabe der Antikérper auf den
Fetus das Neugeborene bis zur ersten Tetanusimpfung ab dem 2. Lebensmonat vor einer C.-tetani-
Infektion zu schiitzen.

An therapeutischen SofortmaRnahmen missen im Fall einer gefdhrdenden Verletzung neben einer
griindlichen chirurgischen Wundversorgung (Exzision) bei nicht oder nicht ausreichend Geimpfien (letzte
Impfung ldnger als finf Jahre zuriickliegend) zur Neutralisation von noch nicht gebundenem Toxin dem
Patienten humanes Tetanus-Immunglobulin appliziert und gleichzeitig eine Tetanus-Immunprophylaxe
durchgefilhrt werden. Die fehlenden Impfungen sind entsprechend den fiir die Grundimmunisierung
geplanten Empfehlungen nachzuholen. Weiterhin ist die Einleitung einer umfassenden Intensiviherapie
zur Erhaltung der vitalen Funktionen und der Relaxierung der Muskulatur unumgénglich. Das Freihalten
der Atemwege (notfalls Tracheotomie und kiinstliche Beatmung} ist off lebensrettend.

Zur Prophylaxe des Tetanus ist die aktive Immunisierung die Methode der Wahl. Als Vakzine wird ein
Tetanus-Toxoid-Adsorbat-Impfstoff verwendet, der sich durch gute Vertraglichkeit auszeichnet.
Entsprechend den Impfempfehlungen der Sténdigen Impfkommission (STIKO} am Robert Koch-Institut
sollte bei atlen S&ugiingen nach Vollendung des 2. Lebensmonats eine aktive Immunisierung {in Kom-
bination mit anderen Impfstoffen) begonnen und dann gemél® Impfkalender vervollstindigt werden.
Weiterhin ist eine Impfung bei allen Personen mit fehlender oder unvollstéindiger Grundimmunisierung
indiziert oder wenn die letzte Impfung der Grundimmunisierung oder die letzte Auffrischungsimpfung
lénger als 10 Jahre zurickliegt.

Besonders wichlig ist ein Impfschutz fir Altere Menschen, vor allem dann, wenn sie unter
Durchblutungsstérungen, Diabetes mellitus und Erkrankungen der Hautoberfliche, z. B. Ulcus cruris
oder einem offenen Ekzem, leiden.
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