_[Primagnost

Testkit zum qualitativen Nachweis von IgM-Antikérpern gegen
Leptospira spp. im Vollblut, Plasma oder Serum des Hundes

In-vitro-Diagnostikum fUr den tierarztlichen Gebrauch.

Klinische Bedeutung

Die Leptospirose (Weilsche Krankheit) ist eine weltweit verbreitete
bakterielle Infektionskrankheit bei den verschiedensten Tierarten
sowie beim Menschen (Zoonose!). Von der pathogenen Spezies
Leptospira interrogans sensu lato sind heute mehr als 300 Serova-
re bekannt, die in 24 Serogruppen unterschiedlichster Pathogenitat
zusammengefasst sind. Aufgrund des Nichtbestehens einer Kreuz-
immunitat der Impfserovare und eines zunehmenden ,Serovarshifts”
gewinnt die Leptospirose in letzter Zeit an Bedeutung (weltweit
steigende Pravalenzen v. a. fir L. icterohaemorrhagiae, L. canicola,
L. grippotyphosa, L. australis und L. pomona).

Die Ubertragung erfolgt direkt: horizontal (v.a. infektiéses Abortmate-
rial, Urin, Futtertiere [Erregerreservoir: Nager, kleine Sauger], Bisse),
vertikal (laktogen, plazentar, venerisch) sowie indirekt: kontaminierter
Erdboden, Wasser.

Sowohl die Inkubationszeit als auch die Symptome sind stark ab-
hangig vom Alter, Immunstatus, Serovar-Typ. Subklinische Infekti-
onen sind eher die Regel, belegt durch zahlreiche Studien (héhere
Seropravalenz als die Pravalenz der klinischen Erkrankung). Bei be-
stehender Immunitat aufgrund friiherer Infektion erfolgt i. d. R. eine
rasche Antikorper (Ak)-Bildung und Erregerelimination. Typisch sind
allgemeine Symptome wie Fieber, Apathie, Anorexie, Leistungsabfall,
Gewichtsverluste, teilweise Diarrhoe 3-7 Tage nach Infektion sowie
blasse ikterische Schleimhaute. Weitere Symptome sind Spataborte,
Totgeburten, Geburt lebensschwacher Jungtiere. Innerhalb von 48-
72 h kénnen sich gravierende, teils tddliche Verlaufe je nach Organ-
manifestation (v. a. Nieren [tubuldre Persistenz]-, Leber- und Lungen
[hamorrhag. Syndrom]-Dysfunktionen, DIC) entwickeln.

Ein klinischer Leptospirose-Verdacht erfordert eine rasche, labordia-
gnostisch abgesicherte Diagnose, da die Tiere ein Ausscheider- und
Infektionsrisiko fir Mensch und Tier darstellen. Da der direkte Erreger-
nachweis (Dunkelfeldmikroskopie, Kultur, PCR [falsch negativ durch
hohe Antibiotikagaben]) oft schwierig, zeitaufwandig, teuer und nur im
positiven Falle beweisend ist, kommt dem Antikdrpernachweis eine
wichtige diagnostische Bedeutung zu. Derzeitige Referenzmethode
ist der Mikroagglutinationstest (MAT). Allerdings variiert dessen Sen-
sitivitat stark (30-80%) in Abhangigkeit vom Infektionsstadium und er
unterscheidet nicht zwischen IgM- und/oder IgG-Antikérpern. Daher
kann ein reiner IgM-Nachweis (Anstieg bereits in der 1. Woche p.inf./
Maximum zw. der 2.-3. Woche) gegentber dem MAT-Nachweis bzw.
dem reinen IgG-Nachweis (nachweisbarer Anstieg erst nach 3.-4.
Woche, monatelange Persistenz, impfbedingte IgG-Ak-Persistenz)
von erheblichem diagnostischem Vorteil sein.

Der Primagnost® Lepto H stellt fir den Tierarzt eine wichtige Diagnos-
tikhilfe zum schnellen und einfachen vor-Ort-Nachweis einer Lepto-
spirose im Frihstadium dar. So kénnen unverzliglich weitere labor-
diagnostische und therapeutische sowie prophylaktische MaBnahmen
eingeleitet werden.

Gebrauchsinformation _

Informationen zum Probenmaterial

FUr den Test werden 10 pl (definiertes Volumen aus der beige-
fugten Einmal-Kunststoffpipette) 15-25 °C warmes Vollblut (VB,
mit Gerinnungshemmer) bzw. Plasma (P) oder Serum (S) benétigt.
Nativblut ohne Zusatz von Gerinnungshemmern sollte aufgrund
potentieller Mikroagglutinationen (z. B. Migrationsverzégerung auf
der Membran, unspezifische Reaktionen etc.) méglichst nicht ver-
wendet werden!

Das Probenmaterial vor der Verwendung gut homogenisieren!

Ungekuhlt (15-25 °C) soliten VB, P und S innerhalb von 4 Stunden
getestet werden! Bei 2-8 °C kénnen VB, P und S bis max. 4 Tage ge-
lagert werden. Serum- und/oder Plasmaproben kénnen dauerhaft
bei mindestens -20 °C aufbewahrt werden.

Beachten Sie, dass das Probenmaterial, ebenso wie alle verwendeten
Testkitkomponenten, zum Zeitpunkt der Anwendung Raumtempe-
ratur haben sollte.

Endogene und exogene Stoérsubstanzen einer Probe (z. B. Al-
bumin, Fibrinogen, Lipide, CRP, heterophile Antikérper, v.a. IgA-Typ,
aber auch Viskositat, pH-Wert sowie EDTA-Uberschuss) sowie Na-
tivblut kénnen Storeffekte (Matrixeffekte) verursachen, die die
Messung der IgM-Antikdrper beeinflussen kénnen. Diese kénnen
zu gestortem LF und/oder unspezifischen Reaktionen auf T und
C fiihren.

Testprinzip
Der Primagnost® Lepto H basiert auf einem irnmunochromatographi-
schen ,Sandwich-Prinzip*“.

Die im Probenmaterial enthaltenen IgM-Antikdrper gegen Leptospira
reagieren im Bereich des Konjugatkissens mit mobilen, an kolloidale
Goldpartikel gebundenen Anti-Hund-Antikdrpern. Diese Immunkom-
plexe wandern entlang der Membran (,lateral flow", LF) und binden
unter Ausbildung einer pink-purpurfarbenen Testlinie (T) an mem-
branfixierte, rekombinante Leptospira-Lipopolysaccharide.

Die korrekte Testdurchfiihrung wird durch die Ausbildung einer zwei-
ten, klar konturierten pink-purpurfarbenen Kontrolllinie (C) angezeigt.

Probenvorbereitung

— Keine Probenvorbereitung notwendig.

— CAVE: Unvollstandig geflillte und/oder unzureichend durchmisch-
te EDTA-, Citrat- oder Heparinrdhrchen konnen nicht sichtbare
Mikrogerinnsel verursachen, die ebenfalls zu Migrationsverzége-
rungen bzw. zu unspezifischen Reaktionen (z.B. gréauliche, schat-
tenartige Linien) fihren kdnnen.




Testdurchfithrung

1. Entnehmen Sie die Testkassette erst
kurz vor Gebrauch der Verpackung. Legen
Sie sie auf eine glatte Oberflache.

2. Saugen Sie mit der beigefligten Ein-
malpipette die Probe bis zur Markierung
(2 10 pl Probenvolumen!) auf und geben
das gesamte Probenvolumen (10 pl) in
das Probenfenster S der Testkassette
(Pipette dabei senkrecht halten, Abb.1).
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3. Halten Sie die Tropfflasche senkrecht
und tropfen Sie 1 Tropfen der Pufferlo-
sung (ca. 40-50 pl) ebenfalls in das Pro-
benfenster S (Abb.2).

4. Sollte 1 Minute nach Auftropfen der
Pufferldsung  kein beginnender m.o.w.
pinkfarbener LF sichtbar werden, geben
Sie nochmals sofort 1 Tropfen Pufferld-
sung in das Probenfenster S.
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Auswertung

Das Testergebnis ist nach einer Inkubati-
onszeit von 15 Minuten nach Zugabe des
Puffertropfens in das Probenfenster S ab-
zulesen.

Testergebnis negativ (Abb. 3)

Nur eine pink-purpurfarbene Kontrolllinie
erscheint. Diese Linie zeigt, unabhangig
von ihrer Intensitat, die korrekte Test-
durchfiihrung an.
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Testergebnis positiv (Abb. 4)

Eine schwach bis stark intensiv pink-
purpurfarbene Testlinie und Kontrolllinie
erscheinen.
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Ungiiltiges Testergebnis

Nur eine schwach bis stark intensiv pink-purpurfarbene Testlinie oder
keine der beiden Linien erscheint. Der Test muss unter Verwendung
einer neuen Testkassette wiederholt werden.

Informationen zur Testauswertung

— Die Interpretation des abgelesenen Testergebnisses sollte im Rah-
men der Anamnese, Klinik, Therapie- und Prophylaxemoglichkei-
ten betrachtet werden.

— Jegliche nicht beschriebenen Farb- und Konturabweichungen von
T und C (z.B. grauliche, schattenartige Linien) innerhalb der ange-
gebenen Inkubationszeit sind als unspezifische Reaktionen und
somit als negatives Testergebnis zu werten.

— Im Falle gerinnungsgehemmten Vollbluts und/oder stark hamoly-
sierten Probenmaterials kann T aufgrund des m.o.w. stark rét-
lichen Hintergrundes nur schwach oder nicht sichtbar sein.
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- Zwei-Stufen-Leptospirose-Diagnostik als Mittel der Wahl.
1. Stufe: IgM-Ak-Screening mittels Primagnost® Lepto H.
A: Test positiv + Klinik - hoch verdachtig fur akute Leptospirose
B: Test negativ + Klinik = IgM-Ak-Konzentration noch zu niedrig
(<2 Wochen p.inf.) = Wiederholung des Primagnost® Lepto H
nach 1 Woche.
2. Stufe nach positivem Primagnost® Lepto H: Serumpaar im
Abstand 2-4 Wochen zur quantitativen IgM- und/oder 1gG-Ak-
Titer-Bestimmung mittels indirekter Immunfluoreszenz (IFAT) >
2- bis 4- facher Titeranstieg - Bestatigung einer akuten Infektion.
Alternative: MAT (Titer- und Serovarbestimmung: keine Unter-
scheidung IgG/IgM!).

Vorteil dieser kombinierten IgM/IgG-2-Stufen-Diagnostik ist eine
bessere Unterscheidung von infektions- und impfinduzierten Ak-
Titern bzw. des Infektionsstadiums.

- Aufgrund serologischer Kreuzreaktion zwischen den verschiede-
nen Serovaren und Serogruppen kann eine Leptospirose-Impfung
in der Frihphase der Immunantwort (IgM > IgG) bzw. bis @ 2-3
Monaten zu einem positiven Primagnost® Lepto H fuhren.

VorsichtsmaBnahmen

— Beschriften Sie Probenmaterial und zugehdrige Testkassette, da-
mit die exakte Zuordnung gewahrleistet ist.

— FUr jede Probe eine neue Einmal-Kunststoffpipette verwenden.

— Die Pufferldsung enthalt geringgradige Konzentrationen an toxi-
schem Natriumazid als Konservierungsmittel. Hautkontakt und/
oder Ingestion sind unbedingt zu vermeiden!

— Das Probenmaterial muss als potentiell infektiés angesehen wer-
den und ist mit den verwendeten Testkitkomponenten nach der
Testdurchfihrung fachgemas zu entsorgen.

Haftung

Das gesamte Haftungsrisiko im Zusammenhang mit der Verwendung
dieses Produktes liegt beim Kéufer. Der Hersteller Gbernimmt keine
Haftung fur indirekte, spezielle oder daraus folgende Schaden jegli-
cher Art, die aus der Benutzung, Testdurchfiihrung und -auswertung
dieses Produktes resultieren.

Besondere Hinweise
— Nur fir den tierarztlichen Gebrauch.
— Keine Testkits mit abgelaufenem Verfallsdatum verwenden.

Lagerung und Haltbarkeit
— Bei Raumtemperatur (+15 bis +25 °C) lagern. Bei sachgeméaBer
Lagerung haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatum.

Handelsform

1 Packung Primagnost® Lepto H enthalt:

— 5 Testkassetten, beschichtet mit rekombinanten Antigenen
— 1 Tropfflasche mit 1,0 ml Pufferldsung

— 5 Einmal-Kunststoffpipetten a 10 pl

— 1 Gebrauchsinformation
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