LDBIO TOXO II IgG C€0459 LDBIO - Diagnostics

CONFIRMATION

In vitro diagnosztika Immunoblot vizsgalat
Félautomatizalt / manualis technika

H#TOXO Il 24G: 24 vizsgalatra
H#TOXO Il 12G: 12 vizsgalatra
H#TOXO 11 96G: 96 vizsgalatra

HASZNALATI UTMUTATO

Tovabbi informacioét és hasznalati utasitast az On nyelvén a
www.ldbiodiagnostics.com
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RENDELTETESSZERU HASZNALAT

Az LDBIO TOXO Il IgG a szeroldgiai IgG diagndzis egyszer hasznalatos kvalitativ tesztje a toxoplazmozis
Immunoblot Assay segitségével, amely klasszikus szlir6vizsgalatokkal kapott pozitiv vagy kétes eredmény
meger@sit6 vizsgalatdra szolgal. Szérum, cerebrospinalis folyadék (CSF), vagy csarnokviz hasznalhaté mintaként

A VIZSGALAT ELVE

Western Blot technika

A Toxoplasma gondii antigéneket elektroforézis segitségével elkilonitik ugy, hogy az elektroblottolds
soran a 24 részre vaghato (1-24-ig elnevezett) nitrocelluldz membran (mas néven transzfer) felszinéhez kotédik.

A vizsgalat lefolytatdsa

Minden egyes beteganyagot kilon tesztcsikon vizsgalunk. A mintdban potencidlisan jelen lévd
specifikus ellenayagok szelektiv mddon kapcsolddnak az antigénekhez. Az alkalikus-foszfatdz anti-human IgG
konjugatum azutdn kotédik magahoz a kikotédott ellenanyagokhoz. Végezeiil, az immunkomplexek reakciéba
Iépnek a szubsztrattal. Az antigéneket felismert mintaban jelen 1évé IgG specifikus ellenanyagok a tesztcsikon lila
transzverzalis sdvokként jelennek meg.

A KIT ALTAL BIZTOSITOTT REAGENSEK ES ANYAGOK

Alapértelmezés: 24 vizsgalatra elegends tesztcsomag (#TOXO II-WB24G)
délt: 12 vizsgdlatra elegendd tesztcsomag (#TOXO 11-WB12G) félkovér: 96 vizsgalatra elegendé tesztcsomag
(#TOXO 1I-WB24G).

Azonosité | Mennyiség | Leirds Osszetétel

24 TESZTCSIKOT tartalmazé csomag (12, Erzékenyitett nitrocelluléz.
4x24): el6re bemetszett és szines Szines Molekularis sulymarkerek

R1 1 standardokkal (Mindegyik csomag és (kDa): Kék: 250, kék: 150, kék: 100,
mindegyik transzfer egyedi gyartasi szammal rozsaszin: 75, kék: 50, zold: 37,
ellatott) rozsaszin: 25, kék: 20, kék: 15.

R2 1 30ml-es (30, 125) MINTA PUFFER Puffer + fellletaktiv anyag + NaN3
(Hasznalatra kész — rdzsaszin oldat). (<0.1%).

Puffer + anti-human IgG

30ml-es (30, 2x60) ANTI IgG KONJUGATUM poliklonlis kecske szérum

R3 1 (Hasznélatra kész — kék oldat) alkalikus-foszfatazzal
) konjugaltatva + NaN3 (<0.1%) +
stabilizatorok
30ml-es (30, 125) SZUBSZTRAT Puffer + NBT + BCIP +
R5 1 , . e
(Hasznalatra kész — barna oldat). stabilizatorok
60ml-es (60, 250) MOSO KONCENTRATUM
10X PUFFER .. ,
R6 ! (Desztillalt vizben 10-szeresre kell higitani — Puffer + feliletaktiv anyag
szintelen oldat).
100p! mennyiségii (100, 2x100) of POZITiV Puffer + poolozott human
R10 1 KONTROL SZERUM toxoplasmosis pozitiv szérum +
(Hasznalatra kész — piros kupak) NaN3 (<0.1%) + stabilizatorok

R1: Az egyes szalagszamok el6tti betl a paraméterre jellemzé.

Az R2, R3, R5 és R6 azonositdju reagensek az dsszes kithez altalanosak és egyedi gyartasi szammal ellatottak,
mely csak a gyartasi id6pontjuktdl figg. Ajanlott tobbparaméteres vizsgalatot végezni (lasd az LDBIO immunoblot
tartomanyt) a kinyitott ampulldk szamanak korlatozasa és a jobb minGség-ellenbrzés biztositasa érdekében.
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Az R10-t immunoblotban kalibraljak egy referencia tétel szerint, és csak erre a technikara szolgal.

R3, R10 (NaN3): EUH 032 - Savval érintkezve nagyon mérgez6 gazok képzddnek.
EUH 210 Kérésre biztonsagi adatlap kaphaté valamint a www.ldbiodiagnostics.com weboldalon.

A KIT ALTAL NEM BIZTOSITOTT, DE SZUKSEGES REAGENSEK ES ANYAGOK

Tobbcsatornas polipropilén inkubacids talcak a mini-blottokhoz (#WBPP-08 vagy ezzel megegyezd).
Kever6/razatd laboratériumi eszkdz az immunoblottokhoz, a folyadékokhoz sziikséges vakumrendszer
(#HWBPP-08 csovek, melyek egyszer(len elforgatassal tirithetGek).

A mintakhoz szikséges csovek és tovabbi mlianyagaruk, szakszerl cilinderek, és felfogd tartalyok.
Automatikus pipettak, mikropipettak és eldobhatd, egyszer hasznalatos hegyek (10ul, 25ul, 1.2 ml és 2 ml
térfogatuak).

Desztillalt vagy ionmentesitett viz. Abszorbens papir (példdul Whatman szlrélapok), atlatszé
ragasztoszalag.

Keszty(, csipeszek a tesztcsikok kezeléséhez, vagdeszkoz vagy szike, lapos atlatszo vonalzo.

Megjegyzés: A reagenseink automatizalt immunoblot processzorokban haszndlhatéak. Amennyiben masik
gyarto reagenseivel miikodtetik a processzort, ugy figyeljen az ebb6l adédo lehetséges kémiai kontaminacié
(ismert példa: TWEEN 20 oldattal tértén6 szennyezés) és bakterialis kotaminacié elkeriilésére. Tartsa az
injekcids Gvegeket a proceszzorhoz. A vizsgdlati folyamatot kovetGen, ne tegye vissza a felhaszndlt reagenseket
az eredeti injekcios livegbe.

TAROLAS ES STABILITAS

2-8°C kozott tarolandd. A kitben 1évé reagensek a kiilsé dobozon és a cséveken feltlintetett lejarati ideig

stabilak. Ne haszndljon szennyezett vagy zavaros reagenseket. A mosé puffer 1/10-es higitdsa 2 hdnapig stabil
+2 és +8°C kozotti hémérsékleten és egy hétig szobah6mérsékleten.
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OVINTEZKEDESEK

Biztonsag

e  Kizdrdlag in vitro diagnosztikai célu felhaszndlasra. Csak professzionalis haszndlatra. Csak mf(iszakilag
képzett személyzet szamara. Kezelje a Jo Laboratdériumi Gyakorlatnak (GLP) megfelelGen és tekintse a
reagenseket és barmely mintat potencidlisan fert6z6nek és/vagy toxikusnak.

e Viseljen laboratériumi kopenyt, gumikeszty(it és védGszemiiveget; ne egyen, ne igyon és ne dohanyozzon
a laboratériumban. Ne pipettazzon szijjal.

e A pozitiv kontroll egy emberi eredet(i szérum, amelyet inaktivaltak HIV 1 és 2, hepatitis B és hepatitis C
virusok ellen. Bar tovdbbra is potencialisan fert6z6tt terméknek kell tekinteni.

e NBT és BCIP keveréket tartalmaz a szubsztrat, bGrrel vald és nyalkahdartyan keresztili érintkezés, valamint
belégzés soran toxikus.

e A reagensek natrium-azidot tartalmaznak, mely élommal és rézzel robbanékony fémsdkat képezhetnek.
A kiomlott anyagot Oblitse le vizzel.

e A kidobandd hulladékot (mintak, pipettahegyek, csovek, mosdfolyadék, felhasznalt reagensek...) a
munkahelyi szabdlyozasoknak és az orszagban érvényes elGirasoknak megfelel6en artalmatlanitsa.

e Minden sulyos eseményrdl nyilatkozatot kell benyujtani a gyartonak és az illetékes hatdsagnak.

Ovintézkedések

e Olvassa el és értelmezze az eredményeket kdozvetlen fehér fény alatt.

e (Célszerl az 6sszes reagenseket ugyanabbdl a tételbél haszndlni. Kiilonbdz6 tételek hasznalata esetén
biztositani kell a nyomon kdvethet&séget.

e Hasznalja a tesztcsikokat a szamozot sorrendben. Ne keverje a kiilonb6z6 gyartasi szamu tesztcsikokat,
haszndlja a transzfereket egymads utan. A vizsgalat el6tt hozzon létre egy specialis beallitasi munkatervet.

e Ne érjen a tesztcsikokhoz az ujjaival, hasznaljon csipeszt a kezelésiikhoz.

o Areagenseket haszndlatuk el6tt alaposan 6ssze kell keverni, kilénésen a koncentrdlt mosépuffert.

e Hasznalat utan zarja be a flaskakat, ne hasznalja, ha egy anyag véletlenil bekeriilt a reagensbe. Ne
haszndljon reagenst olyan injekcids flaskabol, amely a szivargas jeleit mutatja. Ne hasznalja a zavaros vagy
kicsapddott oldatot.

e Haszndljon kizardélag eldobhatd, egyszer haszndlatos pipettahegyeket. Kerilie a csatorndk kozotti
kontaminéciét. Ugyeljen arra, hogy ne keletkezzen a pipettahegyek végeiben hab vagy buborék (a reagens
flaskadk bakteridlis kontamindcidja).

o Az ikbudcids talcdkat csak desztilldlt vizzel tisztitsa (soha ne haszndljon detergenseket vagy hipdt).

e A minta kihagyasa vagy a minta nem megfelel§ térfogata negativva vagy pozitivva teheti a vizsgalat
eredményét, fiiggetleniil annak tényleges allapotatdl.

MINTAVETEL

Aszeptikus korUlmények kozott a mintdkat szaraz csoévekbe gydjtjiik. Minimum 10 pL szérum,
csarnokviz, vagy CSF sziikséges. Csarnokviz, vagy CSF esetén 25 pulL hasznalata noveli a teszt érzékenységét.

Tartsa a mintakat feldolgozdsukig 2-8°C kozotti hémérsékleten. Ha szlikséges a mintdk taroldsa tobb
mint egy héten at, akkor fagyassza a mintdkat -20 + 5°-0s hémérsékleten. Ne hasznalja a kontaminalédott
mintdakat. Keriilje a mintak ismétl6d6 olvasztasat fagyasztdsat.

Habar a hemolizalt, ikterikus vagy lipides szérumok esetében nem tapasztaltunk kilénos
keresztreakcidt, ajanlatos az ilyen mintak feldolgozasakor a kapott eredményeket koriltekintéen értelmezni.

REAGENSEK ELOKESZITESE

Moso puffer: 4 vizsgdlatra elegendé mennyiséghez egy tiszta cs6ben higitsa meg a 10X Mosd
Koncentratumot (R6) gy, hogy 10ml-jét 90ml desztillalt vagy ionmentes vizhez adja. Ovatosan keverje &ssze a
higitott puffert.
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VIZSGALATI ELJARAS

Nota Bene: Ajanlott tobbparaméteres vizsgélatot végezni (lasd az LDBIO immunoblot tartomanyt) a kinyitott
ampulldk szdmanak korlatozasa és a jobb minGség-ellenérzés biztositasa érdekében.

1.

Készitse el a mintak és a pozitiv kontroll (C+; R10) bedllitasi tervét.

Kizarolag ezen kontroll felhasznaldsdval lehet technikailag validalni a vizsgalatot, és az adott sorozatszam alapjan
azonositani kell a kialakuld konkrét savokat. A pozitiv kontroll (C+) tesztcsik nem hasznalhaté arra, hogy egy masik
sorozatszamu blotbdl szarmazé tesztcsikok eredményeit kiértékelje.

2.

Vagja le a sziikséges szamu tesztcsikot (R1) szike és tiszta és szaraz, lapos atlatszo vonalzd segitségével, a
kék pozicionald vonalakat hagyja meg a tesztcsikokon. A tesztcsikokra nyomja rd szorosan a vonalzot és
vagja le a tesztcsik oldala mentét a csikokat (a szamok a vonalzdn keresztil lathatéak).

Az elkészitett beallitasi tervnek megfelel6en a mintatartd talca egyes csatorndiba osszon el 1,2 ml minta
puffert (R2).

A szamozasi sorrendnek megfelel6en helyezze el a tesztcsikokat a mintatartd tdlca csatornaiba ugy, hogy a
tesztcsikok tetején lathato szamok felfelé alljanak: Hagyja, hogy a tesztcsikok feliilete korulbelil 2 percig
rehidratalédjon a minta pufferben, majd dvatosan ltdgessen meg a talcat, hogy teljesen elmeriiljenek a
pufferben.

A mintdk és a pozitiv kontroll kiosztasa: a beallitdsi munkaterv alapjan a mintakbdl és a kontrollbdl a
megfeleld helyekre 10ul-t mérjiink a mintatarté talca csatornaiba (csarnokviz, vagy CSF esetén el6nydsebb
a 25 uL). Minden bemérésnél alaposan Utégesse meg a talcat. Az utolsé bemérést kdvetGen a tesztcsik
tarold talcat helyezze egy kever6/razaté berendezésre. Helyezze a talcat razé inkubatorra : Inkubalja
905 percig, 20-26°C kdzotti h6mérsékleten.

Mosasi 1épés: Uritse ki a csatornak tartalmat vagy Pasteur pipetta segitségével vagy pedig az inkubdcids
talca felforditasaval. A tdlca egyes csatorndiba 2-3ml higitott mosdpuffert pipettdzzon. Inkubalja a
keverd/razatd eszk6zon a tesztcsikokat 3 percig. Ismételje meg az el6z6 folyamatot kétszer, majd ritse ki
a csatorndk tartalmait. Bizonyosodjon meg affeldl, hogy a tesztcsikok nem fordultak meg ezen lépések alatt.

Adjon 1,2ml anti-IgG konjugatumot (R3) minden egyes csatorndba. Helyezze a talcat a keverd/razatd
eszkozre. Inkubalja 6015 percig, 20-26°C kdzotti h6mérsékleten.

Mosasi lépés: Ismételje meg a 6. |épést.

Adjon 1,2 ml NBT/BCIP szubsztrat keveréket (R5) minden egyes csatornahoz. Helyezze a talcat a
kever6/razatd eszkozre és most mar védje meg a tesztcsikokat a kbzvetlen napfénytél. Majd igy inkubalja
6015 percig, 20-26°C koz6tti hémérsékleten a csikokat.

Az inkubacids paramétertél fliggetlenil folyamatosan figyelje a szin fejlédését. A szinfejlédés leallithatd, ha a
tesztcsik hattérszine sététebbé valik, ami megneheziti a leolvasdst (a mosasi lIépések min&sége alapvetéen
befolyasolja a hattérszint). Ne feledje, hogy a tesztcsikok kivildgosodnak, ha megszaradtak.

10. Allitsa le a reakciét a szubsztrat vagy Pasteur pipettdval torténd leszivasaval vagy az inkubdciés kad

felforditasaval, majd 2ml desztilldlt vizet adjon minden egyes csatornaba. Ismételje meg ezt az utolsd
mosasi |épést még egyszer.

11. Tesztcsikok megszaritasa: A még vizzel telitett csatorndkbdl vegye ki csipesz segitségével a tesztcsikokat,

majd jol lathaté mddon, a szdmozott végilikkel helyezze el Whatman abszorbens szlir6papirra. Hagyja
megszaradni a tesztcsikokat a levegén.

12. Tarolas: Tegye at a megszaradt tesztcsikokat egy papirlapra, amit az archivalashoz fog hasznalni. Igazitsa a

tesztcsikokat a pozicionald vonalak egymashoz illesztésével. Tartsa tesztcsikokat a lapos vonalzd
segitségével ebben a helyzetben, majd atlatszé ragasztdszalaggal ragassza a tesztcsikokat a laphoz a felsé
résziiknél fogva.
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A megfelel6 kiértékelés érdekében, a tesztcsikokat a szdmsorrendben kell egymashoz igazitani, egymdstol
legfeljebb néhdny milliméter tdvolsdgra. Az egymastdl tavol esd tesztcsikok dsszehasonlitdsa nem megbizhato a
kiértékelés soran (példaul 2. a 15. tesztcsikhoz képest). Nagyon keriilend6 (fals eredményt eredményez) azon
tesztcsikok 6sszehasonlitdasa, melyek kiilonb6z6 kitekbdl (tesztcsikok eltéré gyartasi szamuak) szarmaznak.

MINOSEG-ELLENORZES ES KIERTEKELES

A kithez biztositott szérum kontrollt (R10) szisztematikusan be kell allitani minden immunoblot
vizsgdlatkor. Megmutatja a tipikus profilt és lehet6vé teszi a vizsgalat megfeleld lefolyasanak technikai validalasat (a
tesztcsikon a savoknak nagyon tisztan olvashaténak kell lenniiik), és bekalibrdlja pontosan a poziciét és a specifikus
savokat, igy lehet6vé téve a tesztcsikok eredményeinek kiértékelését a hasonld transzferhez (hasonld gydrtasi szamu)
képest.

Nota Bene: A pozitiv kontroll (R10) profilja az alkalmazott reagensek tételszamatdl fliggGen valtozhat. A megfelels képek
a www.ldbiodiagnostics.com weboldalon taldlhaték példaként.

A savok jellemzéi

Egy pozitiv minta szdmos savot mutathat, amelyek 15 és 200 000 kilodalton (kDa) k6zott helyezkednek
el. Keresse meg a 30-45 kDa-os terileten specifikus savok jelenlétét minden vizsgdlt mintanal a fent leirt
kalibraciés eszkozokkel. Ezek a csoportositott és jol elkilonitett savok tipikusak, és altalaban nagyon kdnnyen
megtalalhatok.

Molekula A B
témeg

(kDa) 1 1 l l

40 ™ ™43 —.-
31 R - -

-

1. dbra: Példdk pozitiv és negativ eredményekre

A profilokat példaként adjuk meg. A csikok az ,50016” tétel paraméterére jellemzé , K” betlivel vannak
jelolve.
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Ertelmezés

A 30, 31, 33,, 40. és 45. specifikus savbdl legalabb 3 sav jelenléte a csikon, valamint a 30 kDa-os sav beépitése
lehet6vé teszi, hogy a vizsgélat pozitivként értelmezhetd, és arra a kbvetkeztetésre juthasson, hogy az anti-T.
gondii IgG antitestek vannak jelen a vizsgdlt mintaban.
¢ A: szerokonverzids példa. Az LDBIO TOXO Il IgG-vel pozitiv 2-es és 3-as szérum negativ volt a sz(rési
technikaval (a teljesitményvizsgélatban alabb ELISA 2 IgG néven).
¢ B: példa az Ujsziilottek monitorozasara. Az LDBIO TOXO Il IgG-vel pozitiv 5-0s és 6-0s szérum negativ
volt az ELISA 2 1gG sz(rési technikaval.

Megjegyzés: Mas savok is észlelhet6ek lehetnek. Ezeket nem kell figyelembe venni a kiértékeléskor.

Az eredmények validdldsdhoz mindig hasonlitsa éssze az egyes mintdk immunoblotjanak profiljat az R10 pozitiv
kontroll profiljdval. A savok megjelenése, helyzete fontos a vizsgdlat kiértékelésekor.

A KIT KORLATAI

o Afertéz6 betegség diagndzisat egyetlen vizsgalati eredmény alapjan nem lehet felallitani.

e A szeroldgiai eredményeket az elérhet6 informacidkkal (példaul jarvanyugyi, klinikai, képalkotdi,
bioldgiai stb.) egyiitt kell értelmezni és a diagnodzist feldllitani. Ezek nem hasznalhatdk a diagndzis
alapjaul pusztan a pozitivitasuk alapjan.

TELJESITMENYJELLEMZOK (lsd az irodalmi hivatkozasokat)
Az értékelést a toxoplazmozis diagnosztizalasara szakosodott referencialaboratériumban végezték.

Az értékelés alapelve az LDBIO-TOXO Il 1gG technikdval kapott 529 szérum, a Sabin és Feldman's Dye Testtel
kapott eredmények, valamint a két forgalomba hozott szlirési technika, az ,ELISA 1 IgG” és az ,ELISA 2 I1gG”
Osszehasonlitasabdl allt, valamint a betegek klinikai és bioldgiai adatait vették figyelembe.

e Az alkalmazott technikak kisz6bértéke

] NEM B
NEGATIV EGYERTELMU POZITIV
DYE TEST (IU/mL) <2 - >2
ELISA 1 (1U/mL) <4 4-8 >8
ELISA 2 (1U/mL) <6 - >6
LDBIO TOXO Il IgG 0 - >1

o Az eredmények statisztikai elemzése

Lehet6ség szerint meghatdroztuk az érzékenységi és specificitasi értékeket. A konfidencia
intervallumokat a Wilson-féle médszer szerint szamitjak ki, folytonossagi korrekcidval. A kiilonb6z6 technikakkal
taldlt eredmények kozotti korreldciét McNemar CHI-2 tesztjével értékelték dssze illesztett sorozatokon.

e Betegmintak

Az Osszes elemzést -20 °C-on fagyasztva tarolt szérumokon végeztiik. A mintdk 5 kilonb6z6
betegcsoportbdl szarmaznak.

l. csoport — Festékteszt

200 olyan szérum vizsgalata, amelyet a toxoplazmozis szlirése sordn nyertek terhes néknél, és a
festékteszttel tesztelték. A , pozitiv” alcsoport a T. gondii ellen immunizalt n6k 98 szérumanak felel meg, amelyek
a festékteszttel pozitivak. Ebbe az alcsoportba mérsékelt IgG-titer(i szérumok tartoztak a Dye Testtel (2-32 1U/ml),
hogy teszteljék az LDBIO TOXO Il IgG érzékenységét a tobbi technikaval szemben. A , negativ” alcsoport 102
szérumnak felelt meg, amelyek negativak a festékteszttel, olyan terhes néktdl, akik nem immunizaltak
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toxoplazmozis ellen. Ezt a 200 szérumot parhuzamosan teszteltiik az LBDIO-TOXO Il IgG, ELISA 1 1gG és ELISA 2
1gG technikakkal.

Il. csoport — Szerokonverziok

Ez 17 szérumszekvencia (101 minta) retrospektiv elemzése olyan betegektdl, akiknél terhességlk alatt
toxoplazmdzis szerokonverziét mutattak be.

Minden egymast kovetd sorozat tartalmazza az utolsé negativ szérumot, majd egy 3-5 szérumbdl allo
sorozatot, amely a specifikus IgM-ek megjelenését és a specifikus IgG-k szintézisét mutatja (ELISA 2 1gG).

lll. csoport — Nem fert6z6tt gyermekek monitorozasa

Ez egy 74 minta retrospektiv elemzése, amelyek megfelelnek a terhesség alatt a toxoplazmézis
szerokonverzidjat mutaté anyak gyermekeinek sziiletés utani monitorozasanak 20 szekvencidjanak. Minden 2-6
szérumbdl allé szekvencia az atvitt anyai IgG-k titerének csokkenését mutatja addig, amig a szeroldgia negativ
lett az ELISA 2 IgG technikaval (5 és 13 hdnap kozott).

IV. csoport — A fert6z6tt gyermekek monitorozasa

Ez 30 velesziletett fert6zésben szenvedd gyermek sziilés utdni megfigyelésébdl szarmazd 85 minta
retrospektiv elemzése. A szeroldgiai monitorozast ELISA 2 1gG-vel végeztiik.

V. csoport — Erzékenység — Specificitas (maldria és virusfertdzések)

Malaridban vagy virusfert6zésben szenvedd betegek 69 szérumanak vizsgdlata (1. tablazat). Ezeket a
mintdkat ELISA 2 IgG-vel tesztelték (Mindegyik negativ volt az IgM-sz(irés soran). Az Gsszes negativ és
ellentmonddsos eredményt a festékteszttel teszteltlk.

Fertz6 agens (n = 69) POZITIV ELISA 2 1gG (n = 44) NEGATIV ELISA 2 1gG (n = 25)
EBV (n=5) 0 5
VZV (n = 3) 2 1
CMV (n = 5) 2 3
HBV (n = 9) 8 1
HAV (n = 2) 0 2
HCV (n = 10) 8 2
HIV (n = 10) 6 4
MALARIA (n = 25) 18 7

e 1. tdbldazat: A vizsgdlatban tesztelt kiilonb6z6 fert6zések
Eredmények

I. csoport — Festékteszt

DYE TEST LDBIO TOXO Il IgG ELISA 1 1gG ELISA 2 1gG
POZITIV 98 97 61 93
NEGATIV 102 103 114 107
NEM EGYERTELMU - - 25 -
SPECIFICITAS - 100% 100% 100%
ERZEKENYSEG - 99% 85% 95%

2. tabldzat: A festékteszt korreldcidja a 3 technikdval. Az ELISA 1 1gG technika kétértelm(i teriiletet mutat

e 4 negativ ELISA 2 IgG szérum pozitiv az LDBIO TOXO Il IgG és festék teszttel

e 11 negativ ELISA 1 IgG szérum pozitiv az LDBIO TOXO Il IgG és festék teszttel

e 25ELISA11gG szérum kétértelm: 24 pozitivaz LDBIO TOXO Il IgG és festék teszttel, és 1 szérum negativ
az LDBIO TOXO Il IgG és festék teszttel
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Il. csoport — Szerokonverzidk

ELISA 2 1gG
POZITIV NEGATIV

POZITIV 70 10

LDBIO TOXO Il IgG NEGATIV 0 1

3. tabldzat: LDBIO-TOXO Il IgG/ELISA 2 IgG korreldcié 101 szerokonverzids szérum kézétt. p = 0,0016
8/17 szerokonverzié esetén (47%) az 1gG-ket korabban LDBIO-TOXO Il I1gG teszttel sz(irték.

I1l. és IV. csoport: Ujsziilottek monitorozasa

ELISA 2 IgG
POZITIV NEGATIV

POZITIV 130 18

LDBIO TOXO Il IgG NEGATV 0 1

4. tablazat: Az LDBIO-TOXO Il IgG/TESZT 2 IgG korreldciéja 159 szérumban posztnatdlis monitorozdsbdl. p<0,0001

Nem fert6z6tt gyermekek: 13 szérum, ami 10/20 posztnatalis monitorozasi esetnek felel meg (50%),
ELISA 2 1gG-vel negativ, LDBIO TOXO Il IgG-vel pozitiv marad, amely felfedi a tovabbitott anyai antitesteket, mig
az ELISA 2 IgG technika mar nem észleli 6ket.

Fert6zott gyermekek: 3 gyermeknek megfelel6 5 szérum nem egyeztethet6 Ossze. Az egyik azt mutatja,
hogy a szeroldgiai eredménye dtmenetileg negativ ELISA 2 1gG-vel. Az LDBIO TOXO Il 1gG teszt pozitiv marad, ami
megerGsiti a fert6zést. A masik 2 gyermek esetében az LDBIO TOXO Il IgG teszt korabban pozitiv eredményt
mutat, mint az ELISA 2 IgG.

Mindazonaltal lehetetlen megerdsiteni az 1IgG neoszintézisét, mivel ez a teszt nem kilonbozteti meg a
tovabbitott anyai antitesteket az Ujonnan szintetizalt antitestektél.

V. csoport: érzékenység és specifitas (malaria és virusfertzések)

ELISA 2 1gG
POZITIV NEGATIV

LDBIO TOXO Il + DYE | POzZITIV 42 2

TEST NEGATIV 2 23

5. tdbldzat: LDBIO-TOXO Il IgG/FESTEKTESZT/ELISA 2 IgG korreldcid 69 maldria vagy virusfert6zés szérumdval.

Ebben a populdcidban 100%-o0s megegyezés van az LDBIO-TOXO Il IgG és a festékteszt kdzott: ezek az
eredmények megerésitik az LDBIO-TOXO 1l 1gG teszt specificitasat és érzékenységét.

A tanulmany 4 ellentmondd eredményt tar fel az ELISA 2 1gG technikaval, 2 hamis negativot (1 HIV és 1
P. falciparum) és 2 hamis pozitiv eredményt (2 P. falciparum), hangsilyozva a megerdsit6 technika hasznossagat
minden kozeli eredmény esetében. a kiisz6big.

o KoOvetkeztetés

l. csoport — Festékteszt

Az LDBIO-TOXO |l IgG/festék teszt korrelacidja kivalo.

Erzékenység = 99% [95CI 94-100%]
Specificitas = 100% [95CI 95 - 100%]

Az LDBIO-TOXO II IgG megerdsitheti azon betegek immunallapotat, akiknél a szlirés soran kétértelmd
eredményt vagy alacsony antitesttitert mutattak be.
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Il. csoport — Szerokonverzidk

Az LDBIO TOXO Il 1gG érzékenysége nagyobb, mint az ELISA 2 IgG-é (p = 0,0016). Az LDBIO TOXO Il I1gG
korabban megerdsitheti a szerokonverzidt, mint az ELISA 2 IgG.

l1l. és IV. csoport: Ujsziilottek monitorozasa

Az LDBIO TOXO IgG érzékenysége sokkal nagyobb, mint az ELISA 2 IgG-é (p < 0,0001). Gyermekek
monitorozasa soran az LDBIO TOXO Il IgG hasznalhatd a negativ szeroldgiai eredmények megerdsitésére vagy
félretételére.

Ennek ellenére az LDBIO TOXO Il IgG nem kiilonbozteti meg a tovabbitott anyai antitesteket a gyermek
altal djonnan szintetizalt antitestektdl.

V. csoport (malaria és virusfert6zés.)

Az LDBIO TOXO Il IgG/Dye Test korreldcidja kivalo (100%-os érzékenység [95CI 90-100%] és 100%-0s
specificitas [95CI 95-100%)]).

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy megerdsits vizsgalatot kell alkalmazni azon mintak
tesztelésére, amelyek a szlrés soran a kiiszobhoz kdzeli eredményt mutatnak.

Az LDBIO TOXO Il IgG készlet kivalo teljesitménye indokolja annak hasznalatat az IgG sz(irési
technikdakkal kapott eredmények megerdsitésére (kétértelmu, enyhén pozitiv vagy értelmezési problémakat
okozd eredmények).

Reprodukélhatdsag

Megyvizsgaltdk a sorozatok kozotti és a lot-ok kozotti reprodukalhatdsagot. Mindkét esetben, a
szérum-szérum korrelacié a specifikus sdvok vonatkozasaban kivalonak bizonyult.

Interferencia

A hemolizalt, ikterikus vagy lipides szérumok esetében nem tapasztaltunk kiilonos keresztreakciot,
ajanlatos az ilyen mintak feldolgozasakor a kapott eredményeket koriltekintéen értelmezni.

HIBAELHARITAS

"A sdvok kevéssé kontrasztosak": Bizonyos alacsony ellenanyagtartalmi szérumok ilyen eredményeket
adhatnak.

"Arnyékolt teriiletek Igthatok, tobbé-kevésbé szinesek, egyhén diffizak": A tesztcsik nem volt teljesen egyik
reagensbe alameritve és nem volt a leirtaknak megfelel6en (teljes id6hossz) inkubalva. Foltok megjelenhetnek
ott is, ahol a minta ra lett téve a tesztcsikra, ha a tdlca nem volt razatva a reagensek adagolasat kdvetéen.

"A hdttérzaj nagyon jelentds, igy a tesztcsik leolvasdsa nagyon nehézkes": A mosas elégtelen volt, vagy az utolsé
inkubdcio tul sokaig tartott. Ugyeljen a vizsgalat megfelel6en torténé kivitelezésére, tartsa be a mosasi id6ket,
és biztositsa a viz min&ségét. Csokkentse le az utolsoé inkubacio idejét.

Kivételes esetben, bizonyos szérumok nem specifikus médon reagalhatnak. A hattér festés néha ugy nézhet ki,
mint egy csik (Mikado aspekt, Id. 1. dbra, 7. csik), mely a leolvasast nagyon nehézzé teszi. Ebben az esetben az
immunoblot eredménye nem haszndlhaté.

Ez a nem-specifikus hattérzaj magdba foglalhatja a tesztcsik egy részét, igy az eredmények az adott terdilet
szamara értelmezhetetlen.

"A szinfejlédési utolso lépésben az oldatban csapadék jelenik meg": a szubsztrat valdjaban részlegesen
kicsapddik (fekete pelyhek) a pufferben a szinfejlédés végén. Ez a jelenség nem valtoztatja meg a szinfejl6dés
mindségét, melyet sziikséges tovdbb folytatni. Az utolsd desztilldlt vizes mosas eltavolitja ezen szildrd
részecskéket.
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