TOXOPLASMA C€0459 LDBIO ¢ pDiagnostics
Western Blot IgG IgM

Imunoblot pro poutZiti jako in vitro diagnostikum
Rucni / poloautomaticka technologie

H#TOP-WB24GM: 24 testl
H#TOP-WB12GM: 12 testl
H#TOP-WB96GM: 96 testl

INSTRUKCE NA POUZITI

Dalsi informace a pokyny k pouZiti ve vasem jazyce naleznete na nasich webovych strankach
www.ldbiodiagnostics.com
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UCEL POUZITI

TOXOPLASMA WB IgG-IgM je kvalitativni test na jedno pouziti imunoblot pro srovndni imunologickych
profilt (CIP-WB) pro 1gG a IgM, které je urceno pro diagnostiku:

e vrozené toxoplazmadzy pti narozeni (DO): CIP-WB G+M mezi maternalni a pupecnikovou krvi.

e vrozené toxoplazmadzy pfi postnatalnim monitoringu (D+N): CIP-WB G+M mezi pupecnikovou krvi a
détskou krvi na D+N.

e okuldrni toxoplazmodzy: CIP-WB IgG mezi pacientskym sérem a slznou tekutinou.

Toto stanoveni neni uréeno pro screening nebo konfirmaci v izolovaném séru. Pro tento Ucel pouzijte
LDBIO TOXO Il IgG test (ref. TOXO Il IgG WB).

PRINCIP TESTU

Western Blot technika

Antigeny Toxoplasma gondii se po separaci elektroforézou vazou elektroblotovanim na povrch
nitrocelulézové membrany (tzv. transfer). Ta se rozsttiha na 24 strip( oznacenych od 1 do 24.

Provedeni testu
Pozn.: Stanoveni IgG nebo IgM immunoblot, popsana niZe, se provadéji soubézné.
I8G Immunoblot

Toto stanoveni sestava z oddélené inkubce 2 sousedicich stripli ze stejného transferu, se dvéma
vzorky (séra nebo slzné tekutiny), pro které se provadi srovnani imunologickych profild.

e Krok 1: Kazdy vzorek séra (nebo slzné tekutiny) se testuje oddélené inkubaci se stripem. Protilatky
proti Toxoplasmé, potencidlné pritomné ve vzorku, se selektivné vazou na antigeny T. gondii.

e  Krok 2: Konjugat alkalické fosfatazy a protilidského IgG se pak vaze na navazané protilatky.

e  Krok 3: Imunokomplexy reaguji se substratem. Antigeny rozlisuji tfidu IgG protilatek proti Toxplasmé
pfitomnou ve vzorku a projevi se jako purpurovy pricny prouzek.

IgM immunoblot

Princip stanoveni je identicky, ale v kroku 2 vyse se kojugat nahradi konjugatem alkalické fosfatazy s
protilidskym IgM. Pokud se vyvine prouzek, rozlisuje tedy tfidu IgM protilatek proti Toxoplasmé ve vzorku.

Odecet

Uspésné prifazeni par( 1gG a pak IgM (nebo IgA) stripl umoZiiuje prokazat potencialni pfitomnost
prouzku, které se vyvinou pouze u jednoho vzorku a ne u jiného (viz § Interpretace).
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REAGENCIE DODANE

Vychozi: balicek 24 testl (#TOP-WB24GM)
kurzivou: baleni 12 test( (#TOP-WB12GM) - tuéné: baleni 96 testl (HTOP-WB96GM).

ID Ks Popis Slozeni
PotaZena nitroceluldza.
Obal(y) obsahujici 24 (12, 4x24) STRIPU: nastfihané + zbarvené | Zbarveni molekulovych hmotnosti
R1 1 Standardy. (kDa):
(Kazda zalozka a kazdy transfer je identifikovany unikatnim | Modrd: 250, Modra: 150, Modra: 100,
sériovym cislem.) RUzZova: 75, Modra: 50, Zelena: 37,
RUzZova: 25, Modra: 20, Modra: 15.
R2 1 Lahvicka s ?:O (,30' 125)v_rT,1L E)tjfru, na fedéni vzorku SAMPLE PUFr + surfaktant.
BUFFER (k pfimému pouZiti - rGZovy roztok).
Pufr + protilidské 1gG polyklonaini kozi
Lahvicka (y) s 30 (30, 60) mL konjugdtu ANTI IgG CONJUGATE (k | sérum  konjugované s alkalickou
R3 1 v vis , .
pfimému pouziti — modry roztok). fosfatazou + NaN3 (<0.1%) +
stabilizatory.
Pufr + polyklonalni kozi protilidské IgM
Lahvicka(y) s 30 (30, 60) mL konjugatu ANTI-IgM CONJUGATE (k | sérum  konjugované s alkalickou
R4 1 v wir w1 e .
pfimému pouZiti — Zluty roztok). fosfatdzou + NaN3 (< 0.1%) +
stabilizatory.
R5 1 Lah\ack? s 30 (3(3'. ],'25) mL f,ubs:(raltu i SRBSTRATE Pufr + NBT + BCIP + stabilizatory.
(k primému pouziti — tmava hnéda lahvicka).
Lahvicka obsahujici 60 (60, 250) mL koncentrovaného
R6 1 promyvaciho roztoku - WASH CONCENTRATE 10X BUFFER Pufr + surfaktant.
(Musi se 10x zredit s destilovanou vodou — bezbarvy roztok).

R1: Pismeno pred kazdym Cislem prouzku je specifické pro dany parametr.

R2, R3, R4, R5 a R6 jsou obecné pro vSechny kity a maji unikdtni cislo SarZe podle svého data vyroby. Je
doporuéeno provadét multiparametrové testovani (viz $kala imunoblott LDBIO), aby se omezil pocet otevieni
lahvicek a usnadnilo se fizeni kvality.

R3, R4 (NaN3): EUH 032 - Uvolnuje vysoce toxicky plyn pfi styku s kyselinami.

Bezpecnostni list EUH 210 je k dispozici na vyzadani a také na nasich webovych strankac
www.ldbiodiagnostics.com.
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DALSI NUTNY ALE NEDODANY MATERIAL

e  Multikanalové polypropylénové inkubacni vanicky pro minibloty (# WBPP- 08 nebo obdobné).

e Trepacka pro imunobloty, vakuovy systém pro tekutiny (vanicky # WBPP- 08, které dodavame lze
vyprazdnit jejich jednoduchym otocenim).

e  Zkumavky a material na odbér vzorkd, odmérné valce, kontejnery.
Automatické pipety, mikropipety a jednorazové spicky (objemy 10 L, 25uL, 1.2 mLa 2 mL).

e Destilovana nebo deionizovana voda. Absorbéni papir (napf. filtraéni papir Whatman), prahledna lepici
paska.

e  Rukavice, pinzety na uchopeni stripd, rezatko nebo skalpel, rovné prihledné pravitko.

Pozn.: Nase reagencie lze pouZit s automatizovanym procesorem imunoblotl. Dbejte, aby nedoslo k chemické
kontaminaci nasich reagencii, pokud ho pouZivate i s reagenciemi jinych vyrobcl (znamy ptiklad: kontaminace
TWEEN 20), a k bakteridlni kontaminaci. Vyhradte si lahvi¢ky pro procesor. Po zpracovani nevracejte zbytek

reagencii zpét do origindlnich lahvicek.

UCHOVAVANI A STABILITA

Uchovavejte mezi 2 a 8°C. Reagencie z kitu jsou stabilni do data expirace uvedeného na vnéjsim obalu a
na Stitcich lahvi¢ek. Nepouzivejte kontaminované nebo zakalené ¢inidlo. Promyvaci pufr nafedény 1/10 je stabilni
po 2 mésice pfi +2 az +8 °C a jeden tyden za pokojové teploty.

UPOZORNENI( PRO POUZITI

Bezpecnost

e Pouze pro in vitro pouZiti. Pouze pro profesionalni pouziti. Pouze pro technicky vyskoleny personal.
Pracujte podle zasad spravné laboratorni praxe a povazujte kazdou reagencii a vzorek za potencidlné
toxicky a/nebo infekéni.

e PouZivejte laboratorni plast, rukavice a bryle; nepijte, nejezte nebo nekurte v laboratofi. Nepipetujte
Usty.

e  Substrat obsahuje smés NBT a BCIP, které jsou toxické pfi kontaktu (pokozka a sliznice) a pfi inhalaci.

e Reagencie obsahuji azid sodny, ktery muzZe tvofit explozivni soli kovli s olovem a médi. PFfi wyliti
oplachujte vodou.

e Odpad likvidujte (vzorky, Spicky, zkumavky, promyvaci tekutinu, pouZité reagencie...) podle zasad
spravné laboratorni praxe, platnych v soucasnosti ve vasi zemi.

e Jakykoli zavazny incident musi byt predmétem prohlaseni pro vyrobce a pfislusny organ.

Upozornéni

e Odectéte a interpretujte vysledky pod primym bilym svétlem.

e Je vhodnéjsi pouiZit viechna Cinidla ze stejné 3arZe. Pokud se pouZivaji rGzné SarZe, zajistéte
sledovatelnost..

e Stripy pouZivejte podle stoupajicich Cisel. Nemichete stripy rliznych sériovych Cisel, fidte se podle
posloupnosti transferd. Zavedte si specificky distribu¢ni plan pred zapocetim testu.

e Nedotykejte se stripl prsty; pouZijte pinzety.

e Reagencie musi byt pred pouZitim dobfe promichany, zejména koncentrovany promyvaci pufr.

e Po pouziti uzavrete lahvicky; nepouzivejte je, pokud se reagencie znecisti. Nepouzivejte reagencie z
lahvicky, ktera tece. Nepouzivejte zakalené nebo vysrazené roztoky.

e PouZivejte pouze jednordzové pipetovaci Spicky. Vyvarujte se kontaminace mezi Zlabky. Sledujte
tvorbu pény nebo bublin v pipetovaci Spi¢ce (bakteridlni kontaminace lahvicky s reagencii).

e Inkubadni vanicku ocistéte pouze Cistou vodou a pak destilovanou vodou (nikdy nepouZivejte
detergent nebo chlornan).

e Pokud zapomenete vzorek napipetovat nebo date nesprivny objem, miZe vyjit negativni nebo
pozitivni, bez ohledu na jeho skutecny stav.
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ODBER VZORKU

Asepticky odebirejte vzorky do suché zkumavky. Je poZzadovano minimadlné 35 L séra nebo 10uL slzné
tekutiny. V pripadé slzné tekutiny zvysi citlivost testu pouZiti 25 pL. (Viz § Postup Testu.)

Uchovejte vzorky pfi 2-8 °C az do jejich testovani. Pti skladovani delSim nez jeden tyden, zmrazte vzorek
na -20 * 5 °C. Zabrarnte opakovanému zmrazeni a rozmrazeni.

PfestoZe nebyla pozorovadna zkfizend reakce u hemolyzovanych, ikterickych nebo lipidickych sér, je
doporuceno interpretovat vysledky z kazdého poutziti takovych vzorkl s opatrnosti.

PRIPRAVA REAGENCI(

Promyvaci pufr (Wash buffer): Na 4 testy naredte do Cisté nadoby 10 mL Wash Concentrate 10X (R6)
do 90 mL destilované nebo deionizované vody. Zfedény pufr peclivé promichejte.

POSTUP TESTU

Pozndmka: Je doporuceno provést multiparametrové testovani (viz Skdla imunoblott LDBIO), aby se omezil pocet
otevreni lahvic¢ky a zabezpecila se kontrola kvality.

1. Pfipravte si distribuéni plan pro vzorky

7 wr

Je striktné doporuceno srovnavat pary vzorki se souvisejicimi stripy (sousedici ¢isla) z daného transferu (stejné
sériové Cislo). Je nevhodné srovnavat stripy, které jsou pfilis daleko od sebe (napt. ¢.2 a €.15). Je chybné (falesny
vysledek) srovnavat stripy z rlznych kitd (stripy s rGznymi sériovymi Cisly).

2. Odfiznéte pozadovany pocet strip(l (R1) pomoci skalpelu a ¢istého a suchého prihledného pravitka,
aby zlstala modra linie na stripech: drzte stripy pevné pravitkem a po strané je odriznéte (Cisla jsou
viditelna pres pravitko).

3. Dejte 1.2 mL pufru na vzorek (R2) do kaZzdého Zlabku podle vypracovaného planu.
4. Umistéte otislované prouzky do jamek v &iselném pofadi: nechte prouzky pfiblizné 2 minuty
rehydratovat na povrchu pufru s &islem viditelnym smérem nahoru, POTE naddobou jemné zatfeste,

aby se zcela ponotily do pufru.

5. Dejte vzorky podle distribuéniho planu (krok 1) a v nasledujicich objemech:

Sérum Slzna tekutina
IgG 10uL 10 nebo 25uL
IgM 25uL -

V pripadé slzné tekutiny zvysi pouziti 25 pl citlivost testu.
Opatrné zamichejte vani¢kou po kazdé dispenzaci. Polozte vani¢ku na trepacku.
Inkubujte 90 min + 5 min pfi 20-26 °C.

6. Promyvaci krok: Vyprazdnéte obsah Zlabk( Pasteurovou pipetou nebo pfeklopenim inkubaéni
vanicky. Dejte 2 az 3 mL nafedéného promyvaciho pufru do kazdého Zlabku. Inkubujte na tfepacce
3 min. Opakujte 2 krat, pak vyprazdnéte obsah Zlabkl. Dbejte, aby se stripy béhem tohoto kroku
neobratily.

7. Dejte podle zavedeného distribuéniho planu 1.2 mL konjugdtu anti-IgG (R3) nebo 1.2 mL konjugdtu
anti-IgM (R4) do kazdé odpovidajici jamky. Vanicku umistéte na trepacku.
Inkubujte 60 min + 5 min pfi 20-26 °C.

8. Promyvaci krok: opakujte krok 6.

9. Dejte 1.2 mL NBT/BCIP substratu (R5) do kazdého 7labku. Umistéte na tfepacku a chrafite pred

WB-TOP vs20 cz




pfimym svétlem. Inkubujte 60 min + 5 min pfi 20-26 °C.

Bez ohledu, o jaky paramatr jde, pravidelné kontrolujte vyvoj zabarveni. Vyvoj mize byt zastaven, pokud by
barva pozadi ztéZovala odedet stripl (kvalita promyvacich krokd ma zasadni vliv na vybarveni pozadi).
Pamatujte, Ze stripy po vyschnuti zesvétli.

e Je zasadni, aby se reakce soucasné se vyvijejicich 2 stripli v paru pro danou tfidu protilatek zastavila
soucasné, ale je mozné nezavisle na sobé zastavovat IgG a IgM (IgM v nizsi koncentraci se obvykle vyvijeji
pomaleji nez 1gG).

o Détské sérum ma obecné nizsi koncentraci IgM. Reakce se musi dostatecné spravné vyvinout a nebudte
prekvapeni, Ze bude materndlni IgM strip ponékud tmavsi.

e Slzna tekutina ma obecné nizsi koncentraci protilatek. Reakce se tedy musi spravné nacasovat pro vyvinuti
a lze pocitat s tim, Ze budou stripy séra ponékud tmavsi.

10. zastavte reakci odsatim substratu Pasteurovou pipetou nebo pfevracenim 7labkd a napipetovanim
2 mL destilované vody do Zlabka. Opakujte tento posledni promyvaci krok jesté jednou.

11. vysueni stript: Kdy? je jesté ve Zlabcich voda, berte stripy pomoci pinzet na oéislované strané a
pokladejte je na absorbéni papir Whatman tak, aby bylo vidét Cisla. Nechte je oschnout. Barva se
po vysusSeni zesvétli. Interpretace se musi provést az po Uplném vysuseni.

12. UloZeni: Prouzky pfeneste na list papiru, ktery bude slouZit k jejich uloZeni. Zarovnejte modré
polohovaci ¢ary. Prouzky pridrZte pravitkem a pfilepte je shora prihlednou paskou.

Srovnejte vedle sebe stripy IgG a IgM podle parovych vzorku a stoupajicich Cisel, jak jste si zavedli v distribu¢nim
planu (krok 1).

rvaTys

Je striktné doporuéeno srovnavat pary vzorkt se souvisejicimi stripy (sousedici ¢isla) z daného transferu (stejné

sériové Cislo). Je nevhodné srovnavat stripy, které jsou pfilis daleko od sebe (napft. ¢.2 a ¢.15). Je chybné (falesny
vysledek) srovnavat stripy z rGznych kitd (stripy s rGznymi sériovymi Cisly).

KONTROLA KVALITY A INTERPRETACE

Popis prouzkd

Pozitivni vzorek mlze mit velky pocet prouzkd lokovanych mezi 15 a 200 kDa. Pouze prouzky s
molekulovou hmotnosti mensi nez 120 kDa Ize pouZit na srovnani profilG.

Interpretace

CIP WB G+M (vrozena toxoplazmodza)

e  Pfiporodu (pary matka/dité):
Nezavisle na sobé srovnejte stripy IgG a IgM.
Vzajemné prislusejici 2 stripy odeditejte soucasné odshora dold, zda jsou pFitomny prouzky v pupecnikové
krvi a soucasné chybi v materském séru.

Jakykoliv dobre definovany prouzek, s molekulovou hmotnosti (MW) mensi nez 120 kDa, a ktery je pfitomen
pouze u ditéte, je znamkou, Ze dité tvofi protilatky proti toxoplazmé, coz znamend vrozenou toxoplazmadzu.

e  P¥ipostnatalnim monitoringu (dité DO/dité D+N pary):
Nezdvisle srovnejte stripy IgG a stripy IgM.
Vzajemné prislusejici 2 stripy odecitejte soucasné odshora doll, zda neni pfitomen antigenicky prouzek, ktery
je pritomen v séru u D+N a chybi v pupecnikové krvi.
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Jakykoliv prouzek, dobre viditelny na MW < 120 kDa, pfitomny pouze na D+N, je znamkou, Ze dité tvofi
protilatky proti toxoplazmé, coZz znamena vrozenou toxoplazmaézu.

Pozn.: Indikace CIP-WB IgG/IGM u postnatalniho monitoringu je zimérné omezena na 3 mésice pro IgGa 1
mésic pro IgM.

Poznamka: Porovnani vybarvenych standard(i molekulovych hmotnosti (slozka R1) umozZriuje odhadovat
molekulovou hmotnost MW vyvinutych antigennich prouzk( (musi se pfedem vyfiznout pomoci pravitka a
skalpelu, pracujte s nim pinzetami).

A -CIP NEGATIVNI B - CIP POZITIVNI
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Obr. 1: Vrozend toxoplazméza — priklady pozitivnich a negativnich vysledki — (m=matka; d= dité)

Profily jsou uvedeny jako pfiklady. ProuZky jsou oznaceny pismenem "A" specifickym pro parametr ze Sarze
"00011".

Par matka —dité (A) odpovida infikaci matky béhem téhotenstvi, ale jeji dité neni infikovano: Profily IgG
jsou presné identické (pfenos IgG); neni zde pfitomen Zadny jiny prouzek na détskych stripech 1gG a/nebo IgM:
CIP-WB JE NEGATIVNI.

Par (B), vrozena toxoplazmodza, odpovida infikaci matky béhem téhotenstvi a jeji dité je také infikovano.

Kromé pfenesenych protilatek je také perfektné vidét pfitomnost dalich prouzkd (€=), pro I1gG a/nebo IgM na
détském stripu, coz odpovidd protildtkdm nové vytvofenym u ditéte: CIP-WB JE POZITIVNI.
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Interpretace CIP WB IgG (okularni toxoplazmaza)

Odectéte 2 souvisejici stripy soucasné odshora dold na prouzky antigent pfitomnych v slzné tekutiné
a chybéjicich v séru.

Jakykoliv dobte definovany prouzek s molekulovou hmotnosti (MW) mensi nez 120 kDa a pfitomny pouze v
slzné tekutiné, je znamkou lokalni tvorby protilatek proti toxoplazmé, coz znamena okularni toxoplazmédzu.
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Obr. 2: Okuldrni toxoplazmdza — priklad pozitivniho vysledku — (s= serum; st= slzné tekutiny)

Profily jsou uvedeny jako priklady. Prouzky jsou oznaceny pismenem "A" specifickym pro parametr ze Sarze
"00011".

Velmi dulezité poznadmky

1. Vysledky CIP-WB IgG/IgM se musi interpretovat v souvislosti s dal$imi klinickymi, sérologickymi,
parazitologickymi, epidemiologickymi a zdravotnimi informacemi, nez se vystavi diagndza vzorené
nebo okularni toxoplazmézy.

2. Negativni vysledek CIP-WB IgG/IgM nevylucuje diagndzu vrozené nebo okuldrni toxoplazmézy. Tito
pacienti musi byt vzdy po ¢ase monitorovani, dokud se diagndza toxoplazmdzy definitivné nepotvrdi
nebo nevyloudi.

3. Prouzky se mohou jevit velmi rdzné: Gzké, tlusté, vice nebo méné zbarvené, intenzivni, apod.

PFi pouZiti této techniky je doporudeno, aby se provedlo nékolik srovnani profilG se zndmymi pary
vzorkd, abyste se seznamili s jejich odectem.

Na zacatku je doporuceno, aby odecet CIP-WB provadéli nezavisle dva pracovnici laboratore. V
pripadé nesouhlasné interpretace se musi provést kontrolni CIP-WB.

4. Hodné vysoké molekulové hmotnosti (MW) antigennich frakci jsou velmi tésné v horni ¢asti stripu v
zajmu lepsiho rozliSovani stfrednich a spodnich frakci MW. Prouzky MW > 120 kDa tudiz nelze pouzit
na interpretaci stanoveni: vzorky vykazujici pouze tento profil nemohou byt brany jako pozitivni.

5. Oproti tomu (vrozena toxoplazmodza) se “triplet” (tfi velmi lehce rozpoznatelné prouzky), lokovany
mezi 75 a 100 kDa, velmi ¢asto nachazi na pozitivnich CIP-WB IgM (viz “T” Obr. 1, strip ¢. 17 napravo).

6. Pfinarozeni(vrozena toxoplazmdza) budte opatrni pfi jakémkoliv celkovém posileni intenzity prouzk
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(hemokoncentrace), které by mohlo napovidat existenci dalSich prouzkd v pupecnikové krvi. Pokud
séra vykazuji pouze tento profil, je to povazovano za negativni.

7. Oproti tomu (vrozenad toxoplazmdza, okularni toxoplazmdza), vyznamné zesileni (Casto Sitkou i
intenzitou) jednoho nebo dvou izolovanych prouzk(, zatimco jsou ostatni prouzky stejné nebo slabsi
intenzity, je povazovano za kritérium pozitivity.

8. Prirozené protilatky (vrozena toxoplazmédza):

Technika imunoblotu je extrémné citlivd a pouzity antigen pro CIP-WB test byl vybran pro multiplicitu
antigennich prouzkd pfitomnych na stripu.

Mnozstvi publikaci uvadi prouzky vyvinuté imunoblotem u osob, které se zdanlivé nikdy nesetkaly s
toxoplazmdzou. Tyto protilatky (1gG a IgM) jsou pouze vzacné detekovany jinymi technikami, ale velmi
Casto detekovany imunoblotem. Mohou byt zpUsobeny zkfizenymi reakcemi s protilatkami
namifenymi proti imunogendm, jejichZ podstata dosud nebyla uréena.

Z tohoto dlivodu je souprava TOXOPLASMA WB IgG-IgM test vyhrazena pro srovnavani profild. (Pro
konfirmaci sérologie IgG pouzijte specificky LDBIO TOXO Il IgG test, ktery je k tomu urcen.)
Novorozenci nemaji prirozené protilatky (jiné, neZ prenesené maternalni protilatky), ale vznik
pfirozenych protilatek se zvySuje s vékem ditéte po 3 mésicich; mezi 3 a 6 mésicem jsou nalezeny
vzacné.

To je divod proc je indikace pro CIP-WB I1gG/IgM u postnatalniho monitoringu UmysIné omezena na 3
mésice pro 1gG a 1 mésic pro IgM: nespecifické prouzky se fakticky objevuji dfive pro IgM.

9. “Heat Shock protein” (vrozena toxoplazmdza):

Nespecifické uzké prouzky slabé, ale variabilni intenzity, se mohou objevovat pro IgM az do 37 kDa.
Jde o artefakt vztahujici se k pfipravé antigenu a nazyva se “ Heat Shock protein”. Je pfitomen, jak u
stripu matky, tak u ditéte, nicméné nékdy se objevuje vyraznéji u urcitych sér pfi monitorovani ditéte.
Neberte tento prouzek do uvahy.

10. CIP-WB (okuldrni toxoplazmédza): CIP-WB IgM se nepouZziva pfi diagnostice okuldrni toxoplazmdzy.
Nicméné, CIP-IgA predstavuje diagnostického zajmu. Pro vice informaci o CIP-IgA nas prosim
kontaktujte.

OMEZENI POUZITI

Diagndzu infekéniho onemocnéni nelze stanovit na zadkladé jediného vysledku testu.

Pro stanoveni diagndzy je nutné interpretovat sérologické vysledky podle dostupnych informaci (napr.
Epidemiologie, klinické, zobrazovaci, biologické ...). Neméli by se pouZzivat k stanoveni diagndzy pouze
na zakladé jejich pozitivity.

PROVEDEN( (viz odkazy na literaturu S. 11)

Tyto studie byly provedeny v nezavislé referenc¢ni laboratofi.

CIP-WB G+M: VROZENA TOXOPLAZMOZA pfi narozeni (matka/dité)

TOXOPLASMA WB IgG-IgM

POZ NEG
KLINICKA POZCTn=54 41 13
DATA NEG CT n =60 0 60

Tabulka 1: Provedeni CIP-WB IgG/IgM pri narozeni (n = 114):

Specificita = 100 % Citlivost =76 %
Pozitivni prediktivni hodnota = 100 % Negativni prediktivni hodnota= 83 %

CIP-WB G+M: VROZENA TOXOPLAZMOZA u postnatalniho monitoringu (dité D0/D20)

U 54 déti predem testovanych pti DO (Tabulka.1), bylo 10 neinfikovanych déti a 12 infikovanych déti

(n =22) monitorovano do D20 a byly retrospektivné analyzovany testem TOXOPLASMA WB IgG-IgM.

WB-TOP vs20 cz
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e  PFiDO: 4 ze 12 infikovanych déti nevykazovaly profil odliSny od narozeni (faleSna negativita).
e  PFiD20: pouze 1 dité zUstalo negativni.

TOXOPLASMA WB IgG-IgM

POS NEG
KLINICKA POZCTn=12 11 1
DATA NEGCTn=10 0 10

Tabulka 2: Provedeni CIP-WB IgG/IgM pri D20 (n = 22):

Specificita = 100 % Citlivost =92 %
Pozitivni prediktivni hodnota = 100 % Negativni prediktivni hodnota =91 %

CIP-WB IgG: OKULARNi TOXOPLAZMOZA (sérum/slzna tekutina)
Provedeni niZe je z meta-analyzy ¢tyrech studii publikovanych referencnimi centry.

Tyto studie srovnavaji provedeni CIP-WB I1gG s GWC (Goldmann Witmer Coefficient) a s PCR. Také
ukazaly diagnostické provedeni pti kombinovaném spojeni dvou nebo tfi téchto technik.

Tyto Ctyfi studie vSechny pouzivaly LDBIO test podle doporucéeni v ndvodu na pouziti kitu.

Citlivost byla stanovena na 113 pacientech predstavujicich klinicky ovérenou okuldrni toxoplazmaézu.
Specificita byla vypoctena z kontrolni populace, predstavujici jiné oéni stavy nez infekci toxoplazmézy: okularni
toxokaridzu (n=5), virovou infekci (n=10), jiné infekce (n=4), neinfekéni ocni stavy (n=126), z toho katarakta
(n=42).

Citlivost (Se)

Celkova citlivost CIP-WB 1gG je 62.8 % (n=113), provedeni je srovnatelné s GWC (Se=61.0 %, n=113) a lepsi
neZ PCR (Se=43.5 %, n=92, p=0.0028).

Kombinace CIP-WB s GWC a PCR zlepsuje citlivost diagndzy:

CIP-WB + GWC: Se=78.1 % (n=96, p=0.0082)
CIP-WB + GWC + PCR: 86.3 % (n=95, p=0.0001)

Specificita (Sp)

Celkova specificita CIP-WB IgG je 92.8 % (n=111), provedeni je srovnatelné s GWC (Sp=94.2 %, n=139)
a nizsi nez PCR (Sp=100 %, n=131, p=0.0009).

Kombinace dvou technik, CIP-WB IgG + GWC, lehce redukovala specificitu diagnostiky (Sp=91.1 %,
n=101, p=0.32). Kombinace s PCR neméla vliv na specificitu.

Zavér
Imunotest Toxoplasma WB IgG IgM ma vynikajici vykon v diagnostice vrozené nebo oéni toxoplazmazy.

U vrozené toxoplazmdzy ma CIP-WB G + M senzitivitu 76 % [95Cl 62-86 %] a specificitu 100 % [95CI| 92-
100 %] pfi narozeni. Opakované testovani v prvnim mésici Zivota dale zvysuje citlivost CIP-WB G + M.

U o¢ni toxoplazmdzy ma CIP-WB IgG senzitivitu 62,8 % [95CI 53,2-71,6 %] a specificitu 92,8 % [95CI 85,9-
96,6 %]. Kombinace s jinymi technikami (GWC a / nebo PCR) zvySuje diagnosticky vykon.

Reprodukovatelnost

Byla testovana reprodukovatelnost mezi sériemi a mezi SarZzemi. V obou pripadech byl vztah séra k séru
s ohledem na specifické prouzky excelentni.

WB-TOP vs20 cz
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Interference

Prestoze nebyla pozorovana zkfizena reakce u hemolyzovanych, ikterickych nebo lipidickych sér, je
doporuceno interpretovat vysledky z kazdého poufZiti takovych vzorkd s opatrnosti.

RESENI POTIZI

"Prouzky jsou slabé, s malym kontrastem": Urcita séra s nizkou koncentraci protilatek mohou davat takové
vysledky.

"Odstinované oblasti, vice nebo méné zbarvené, lehce difuzni": Strip nebyl zcela ponoren do nékteré reagencie
a neinkuboval se spravné po celé délce. Zabarveni také muzZe byt v pripadé, kdy byl vzorek nanesen a nebyla
vanicka protirepana.

"Sum pozadi je vyrazny, ztéiuje odecet"”: Promyvani nebyla dostateénd nebo byla posledni inkubace pfilis
dlouha. Zajistéte spravnou techniku provedeni, dodrzujte doby promyti a jejich kvalitu. Zkratte dobu posledni
inkubace.

Vyjimeéné mohou nékterd séra reagovat nespecifickou vazbou. Pak nelze vysledek imunoblotu pouzit.
Tento nespecificky Sum pozadi mdZe mit vliv pouze na Cast stripu, takZze mlze byt neinterpretovatelna pouze
dana ¢ast.

"Béhem posledniho kroku vyvijeni se objevi precipidt v roztoku": substrat se mlzZe Castecné vysrazet (Cerné
srazeniny) v pufru na konci vyvijeni. Tento fenomén neovlivni kvalitu vyvijeni, kterd musi normalné pokracovat.
Posledni promyti destilovanou vodou eliminuje mozné pritomné pevné Castice.
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