TOXOPLASMA ce€0459 LDBIO ¢ Diagnostics
Western Blot I1gG IgM

In vitro diagnosztika Immunoblot vizsgalat
Félautomatizalt / manualis technika

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

HASZNALATI UTMUTATO

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

A TOXOPLASMA WB IgG-IgM egyszer hasznalatos immunoblot mddszer az immunoldgiai profilok (CIP-
WB) 6sszehasonlitasara az IgG és az IgM diagnosztizaldsa soran:

e Kongenitalis toxoplazmozis sziletéskor (D0): CIP-WB G+M az anyai vér és a koldok vér kozott.

e Kongenitdlis toxoplazmézis sziiletés utani monitorozasban (D+N): CIP-WB G+M a nulladik napi (DO)
koldokzsindr vér és a gyermek n-edik napi (D+N) vérmintdja kozott.

e Aszem toxoplazmoézisa: CIP-WB IgG a beteg savd és a csarnokviz kozott.

Ez a mddszer nem szlirésre vagy a szeroldgia meger@sitésére szolgal. Ennek alkalmazasdra haszndlja az
LDBIO TOXO Il I1gG vizsgalatot (lasd TOXO Il 1IgG WB).

A VIZSGALAT ELVE

Western Blot technika

A Toxoplasma gondii antigénjeit elektroforézis segitségével elkiilonitik ugy, hogy az elektroblottolas
soran a 24 részre vaghatoé (1-24-ig elnevezett) nitrocelluldz membran (mas néven transzfer) felszinéhez kotédik.

A vizsgalat lefolytatdsa

Megjegyzés: Az alabbiakban leirt 1gG és IgM immunoblot mddszert egyidejlileg kell elvégezni a vizsgalati beallitas
alatt.

IgG immunoblot

Avizsgalat soran kiilon kell inkubalni, ugyanabbdl a transzferbdl szarmazoé 2 egymas melletti tesztcsik
segitségével a két tipusu mintat (szérum vagy csarnokviz) az immunoldgiai profiljuk 0Osszehasonlitasa
érdekében.

e 1 Iépés: Minden egyes szérum (vagy csarnokviz) beteganyagot kilon inkubalva egy tesztcsik
segitségével kell vizsgalni. A mintaban potencidlisan jelenlévé anti-Toxoplasma ellenanyag szelektiv
kapcsolédik a T. gondii antigénhez.

o 2 |épés: Az alkalikus-foszfatdz anti-human IgG konjugdtum, majd kapcsolddik a kikot6dott anti-
antitestekhez.

e 2 |épés: Az immunkomplexek reakcidba Iépnek a szubsztrattal. A mintdkban jelenlévd IgG osztalyu
anti-Toxoplasma ellenanyagok altal felismert antigének lila transzverzalis savként jelennek meg.

IgM immunoblot

A moddszer elve azonos, de a mdasodik lépésben a fent emlitett konjugdtum helyett egy alkalikus-
foszfatdz anti-human IgM konjugdtum kotédik ki. A mintdkban jelenlévé IgM osztalyba tartozé anti-
Toxoplasma ellenanyag altal felismert antigének az antigén savban szinfejl6dést eredményez.

Leolvasas

Az I1gG tesztcsik parok, majd az IgM (vagy IgA) tesztcsik parok 6sszehasonlitidsa megmutatja azon savok
potencialis jelenlétét, amelyek csak az egyik mintdban van jelen és a masikban nem (lasd Kiértékelés fejezetet).
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Alapértelmezés: 24 vizsgalatra elegendé tesztcsomag (#TOP-WB24GM)

REAGENSEK BIZTOSITOTTAK

déit: 12 vizsgdlatra elegendd tesztcsomag (#TOP-WB12GM) - Félkovér: 96 vizsgdlatra elegendd tesztcsomag (#TOP-

WB96GM)
Azonositdé | Mennyiség | Leiras Osszetétel
24 TESZTCSIKOT tartalmazé csomag (12, 4x24): | Erzékenyitett nitrocelluldz.
R1 1 elére bemetszett és szines standardokkal Szines Molekularis sulymarkerek (kDa):
(Mindegyik csomag és mindegyik transzfer Kék: 250, Kék: 150, Kék: 100, Rézsaszin: 75, Kék:
egyedi gyartasi szammal ellatott) 50, Zé6ld: 37, Rdzsaszin: 25, Kék: 20, Kék: 15.
30ml-es (30, 125) MINTA PUFFER (H Alat ,
R2 1 ,m es,( L > (Haszndlatra Puffer + feliiletaktiv anyag.
kész — rézsaszin oldat).
P Puff ti-human IgG poliklonalis kecske szé
30ml-es (30, 60) ANTI IgG KONJUGATUM utier + anti-human 1gt potikonalis kecske szerim
R3 1 . . . alkalikus-foszfatazzal konjugdltatva + NaN3 (<0.1%)
(Hasznalatra kész — kék oldat). e
+ stabilizatorok
P Puff ti-human IgM poliklondlis kecsk
30ml-es (30, 60) ANTI-IgM KONJUGATUM utier + anti-human 1g polikionalis kecske
R4 1 (Hasznélatra kész — sérga oldat) szérum alkalikus-foszfatdzzal konjugaltatva + NaN3
& ’ (<0.1%) + stabilizatorok
R5 1 30m|—e§ (30, 12,5) SZUBSZTRAT Puffer + NBT + BCIP + stabilizatorok
(Hasznalatra kész — barna oldat).
60ml-es (60, 250) MOSO KONCENTRATUM 10X
PUFFER . "
R6 1 (Desztillalt vizben 10-szeresre kell higitani — Puffer + felletaktiv anyag.
szintelen oldat).

R1: Az egyes szalagszamok el6tti betl a paraméterre jellemz6.

Az R2, R3, R4, R5 és R6 azonositdju reagensek az 6sszes kithez dltalanosak és egyedi gyartasi szammal ellatottak, mely
csak a gyartadsi idépontjuktdl fligg. Ajanlott tébbparaméteres vizsgalatot végezni (ldsd az LDBIO immunoblot
tartomanyt) a kinyitott ampullak szamanak korlatozasa és a jobb minGség-ellenGrzés biztositasa érdekében.

R3, R4 (NaN3): EUH 032 - Savval érintkezve nagyon mérgezd gazok képzddnek.
EUH 210 Kérésre biztonsagi adatlap kaphaté valamint a www.ldbiodiagnostics.com weboldalon.

A KIT ALTAL NEM BIZTOSITOTT, DE SZUKSEGES REAGENSEK ES ANYAGOK

e ToObbcsatornas polipropilén inkubaciods talcak a mini-blottokhoz (#WBPP-08 vagy ezzel megegyezd).

e Keverd/razatd laboratériumi eszk6z az immunoblottokhoz, a folyadékokhoz sziikséges vakumrendszer
(#HWBPP-08 csovek, melyek egyszerlien elforgatassal tirithetGek).

e A mintdkhoz sziikséges csovek és tovabbi mianyagaruk, szakszer( cilinderek, és felfogd tartalyok.
Automatikus pipettak, mikropipettak és eldobhatd, egyszer haszndlatos hegyek (10ul, 25ul, 1.2 ml és
2 ml térfogatuak).

o Desztillalt vagy ionmentesitett viz. Abszorbens papir (példaul Whatman szlrélapok), atlatszé
ragasztdszalag.

o  Keszty(, csipeszek a tesztcsikok kezeléséhez, vagdeszkoz vagy szike, lapos atlatszé vonalzé.

Megjegyzés: A reagenseink automatizalt immunoblot processzorokban haszndlhatéak. Amennyiben masik
gyarto reagenseivel miikodtetik a processzort, ugy figyeljen az ebb6l adodé lehetséges kémiai kontaminacio
(ismert példa: TWEEN 20 oldattal torténé szennyezés) és bakterialis kotaminacio elkertlésére. Tartsa az injekcids
Uvegeket a proceszzorhoz. A vizsgalati folyamatot kdvet6en, ne tegye vissza a felhasznalt reagenseket az eredeti

injekcids Uvegbe.
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TAROLAS ES STABILITAS

2-8°C kozott tarolandé. A kitben |évé reagensek a kiils6 dobozon és a csoveken feltlintetett lejarati ideig

stabilak. Ne hasznéljon szennyezett vagy zavaros reagenseket. A mosé puffer 1/10-es higitasa 2 hdnapig stabil
+2 és +8°C kozotti hémérsékleten és egy hétig szobahé&meérsékleten.

OVINTEZKEDESEK

Biztonsag

Kizardlag in vitro diagnosztikai célu felhasznalasra. Csak professzionalis haszndlatra. Csak mUszakilag
képzett személyzet szamara. Kezelje a J6 Laboratdriumi Gyakorlatnak (GLP) megfelelGen és tekintse a
reagenseket és barmely mintat potencialisan fertéz6nek és/vagy toxikusnak.

Viseljen laboratériumi kopenyt, gumikeszty(lit és véd&szemiiveget; ne egyen, ne igyon és ne
dohdnyozzon a laboratdriumban. Ne pipettazzon szdjjal.

NBT és BCIP keveréket tartalmaz a szubsztrat, bGrrel vald és nyalkahartyan keresztiili érintkezés,
valamint belégzés soran toxikus.

A reagensek natrium-azidot tartalmaznak, mely dlommal és rézzel robbanékony fémsdkat
képezhetnek. A kiomlott anyagot oblitse le vizzel.

A kidobandd hulladékot (mintak, pipettahegyek, csovek, mosofolyadék, felhaszndlt reagensek...) a
munkahelyi szabdlyozdsoknak és az orszagban érvényes elSirdsoknak megfeleléen artalmatlanitsa.
Minden sulyos eseményrdl nyilatkozatot kell benyudjtani a gydrtdnak és az illetékes hatésagnak.

Ovintézkedések

Olvassa el és értelmezze az eredményeket kézvetlen fehér fény alatt.

Célszer( az Osszes reagenseket ugyanabbol a tételbdl hasznalni. Kiilonb6z6 tételek hasznalata esetén
biztositani kell a nyomon kévethet&séget.

Haszndlja a tesztcsikokat a szamozot sorrendben. Ne keverje a kiilénb6z6 gyartasi szamu tesztcsikokat,
haszndlja a transzfereket egymds utan. A vizsgalat el6tt hozzon létre egy specidlis beallitasi
munkatervet.

Ne érjen a tesztcsikokhoz az ujjaival, haszndljon csipeszt a kezeléslikhoz.

A reagenseket hasznalatuk el6tt alaposan 6ssze kell keverni, kiilondsen a koncentralt mosoépuffert.
Haszndlat utan zérja be a flaskdkat, 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.

Haszndljon kizdrdlag eldobhatd, egyszer haszndlatos pipettahegyeket. Kerilie a csatornak kdzotti
kontaminaciét. Ugyelien arra, hogy ne keletkezzen a pipettahegyek végeiben hab vagy buborék (a
reagens flaskak bakteridlis kontaminacidija).

Az ikbudacids talcakat csak desztilldlt vizzel tisztitsa (soha ne haszndljon detergenseket vagy hipot).

A minta kihagyasa vagy a minta nem megfelel6 térfogata negativva vagy pozitivva teheti a vizsgalat
eredményét, fliggetleniil annak tényleges allapotatdl.

MINTAVETEL

Aszeptikus koérilmények kozott a mintdkat szaraz csovekbe gydijtjik. Legalabb 35ul szérum vagy 10pl csarnokviz
szlikséges. A csarnokviz esetében, ha 25pl-t hasznal fel, akkor emelheti a vizsgélat érzékenységét (Lasd a § VIZSGALATI

ELJARAS)

Tartsa a mintdkat feldolgozasukig 2-8°C kdzotti h6mérsékleten. Ha sziikséges a mintak tarolasa tébb mint egy
héten at, akkor fagyassza a mintdkat -20 + 5°-0s h6mérsékleten Ne haszndlja a kontaminalddott mintakat. Kerilje a

mintak ismétl6dé olvasztasat-fagyasztasat.

Habar a hemolizalt, ikterikus vagy lipides szérumok esetében nem tapasztaltunk kilénos keresztreakciot,

ajanlatos az ilyen mintak feldolgozasakor a kapott eredményeket koriltekintGen értelmezni.
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REAGENSEK ELOKESZITESE

Moso puffer: 4 vizsgdlatra elegendd mennyiséghez egy tiszta cs6ben higitsa meg a 10X Moso6 Koncentratumot
(R6) gy, hogy 10ml-jét 90ml desztillalt vagy ionmentes vizhez adja. Ovatosan keverje 6ssze a higitott puffert.

VIZSGALATI ELJIARAS

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

Keszitse el a mintak beallitasi tervét.

Szigoruan koételez6 a mintaparok 6sszehasonlitdsa egy adott transzferb6l szdrmazé (azonos gyartasi szamu)
osszekapcsolt tesztcsikok (egymas melletti szamokkal) segitségével. Az egymdstdl tavol esd tesztcsikok
Osszehasonlitdsa nem megbizhatd a kiértékelés soran (példaul 2. a 15. tesztcsikhoz képest). Nagyon keriilendd (fals
eredményt eredményez) azon tesztcsikok hasznalata, melyek kiilonb6z6 kitekbdl (tesztcsikok eltéré gyartasi szamuak)
szarmaznak.

Vagja le a szlikséges szamu tesztcsikot (R1) szike és tiszta és szaraz, lapos atlatszo vonalzé segitségével, a kék pozicionald
vonalakat hagyja meg a tesztcsikokon. A tesztcsikokra nyomja ra szorosan a vonalzét és vagja le a tesztcsik oldala mentét
a csikokat (a szamok a vonalzdn keresztiil lathatdak).

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

A szdmozasi sorrendnek megfelel6en helyezze el a tesztcsikokat a mintatarto talca csatorndiba Ugy, hogy a tesztcsikok
tetején lathaté szamok felfelé alljanak: Hagyja, hogy a tesztcsikok feliilete koriilbelil 2 percig rehidratdlédjon a minta
pufferben, majd dvatosan (itdgessen meg a talcat, hogy teljesen elmeriljenek a pufferben.

Ossza ki a mintakat a megallapitott beallitasi terv szerint (1. 1épés) és a kovetkez6 mennyiségekkel:

Szérum Csarnokviz
IgG 10ul 10 or 25yl
IgM 25ul -

A csarnokviz esetében, ha 25ul-t hasznal fel, akkor emelheti a vizsgdlat érzékenységét. Minden bemérésnél alaposan
Utbgesse meg a talcat. Az utolsé bemérést kbvetSen a tesztcsik tarold talcat helyezze egy keverd/razatd berendezésre.
Majd razatva inkubalja 9015 percig, 20-26°C kozotti hémérsékleten.

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

A kialakitott beallitasi/bemérési munkaterv alapjan adjon 1,2ml anti-IgG konjugdtumot (R3) vagy 1,2ml anit-IgM
konjugatumot (R4) minden egyes csatornaba. Helyezze a talcat a kever6/razatd eszkozre.
Inkubalja 6015 percig, 20-26°C kdzotti hGmérsékleten.

Mosdsi lépés: Ismételje meg a 6. |épést.

Adjon 1,2 mlI NBT/BCIP szubsztrat keveréket (R5) minden egyes csatornahoz. Helyezze a télcat a keverd/razatd eszkozre
és most mar védje meg a tesztcsikokat a kézvetlen napfénytSl. Majd igy inkubdlja 60+5 percig, 20-26°C kozotti
hémérsékleten a csikokat.
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Az inkubdcids paramétertdl fliggetlenil folyamatosan figyelje a szin fejl6dését. A szinfejlédés ledllithatd, ha a tesztcsik
hattérszine s6tétebbé valik, ami megneheziti a leolvasast (a mosasi lépések minGsége alapvetSen befolydsolja a hattérszint).
Ne feledje, hogy a tesztcsikok kivildgosodnak, ha megszaradtak.

Elengedhetetlen a szinfejlédés azonos id6ben torténd ledllitdsa mintapdrok esetében, két kilonboz6 tesztcsik
haszndlatakor ugyanazon ellenanyag alosztaly vizsgalatakor, de flggetlendl leallithatdk az IgG-k és IgM-ek (az I1gM
alacsonyabb koncentracidban, altaldban sokkal lassabban jelennek meg, mint az 1gG-k).

A gyermekek savdja rendszerint az IgM-et alacsonyabb koncentraciéban tartalmazzak. A reakcionak elegendé idét kell
biztositani ahhoz, hogy megfelel6en megtorténejn a szin fejlédése, és nem szabad aggddni az anyai IgM tesztcsikon
lathato sav egy kicsit sotétebbé valik.

A csarnokvizre rendszerint alacsonyabb ellenanyag koncentracid jellemzé. A reakcidnak elegendé id6t kell biztositani
ahhoz, hogy megfelel6en megtorténejn a szin fejl6dése, és nem szabad aggddni, ha a szérum tesztcsikon lathatd sav egy
kicsit sotétebbé valik.

10.

11.

12.

Allitsa le a reakciét a szubsztrat vagy Pasteur pipettaval torténd leszivasaval vagy az inkubdcids kad felforditasaval, majd
2ml desztillalt vizet adjon minden egyes csatornaba. Ismételje meg ezt az utolsé mosasi Iépést még egyszer.

Tesztcsikok megszaritasa: A még vizzel telitett csatornakbdl vegye ki csipesz segitségével a tesztcsikokat, majd jol [athato
modon, a szamozott végikkel helyezze el Whatman abszorbens szlirGpapirra. Hagyja megszaradni a tesztcsikokat a
levegdn.

Tarolas: Tegye at a megszaradt tesztcsikokat egy papirlapra, amit az archivadlashoz fog hasznalni. Pontosan rendezze a
tesztcsikokat a poziciondlé vonal mentén. Tartsa ebben a helyzetben, egy lapos vonalzd segitségével, majd a tesztcsikok
fels6 részént atlatszo ragasztoval rogzitse az archivalé papirhoz.

Parositsa, egymas mellé, az 1gG és IgM tesztcsik mintaparokat a novekv6 szamsor szerint, a meghatdrozott beallitasi
munkaterv figyelembevételével (1. Iépés).

Szigoruan koételez6 a mintaparok 6sszehasonlitdsa egy adott transzferb6l szarmazé (azonos gyartasi szamu)
osszekapcsolt tesztcsikok (egymds melletti szamokkal) segitségével. . Az egymastdl tavol esé tesztcsikok
Osszehasonlitdsa nem megbizhatd a kiértékelés soran (példaul 2. a 15. tesztcsikhoz képest). Nagyon keriilendd (fals
eredményt eredményez) azon tesztcsikok Gsszehasonlitdsa, melyek kiilonboz6 kitekbdl (tesztcsikok eltérd gyartasi
szamuak) szarmaznak.

MINOSEGI ELLENORZES ES ERTELMEZES

A savok jellemzése

A pozitiv minta, jelent6s szamu savot jelenithet meg 15 és 200 kDa kozott. Csak a 120 kDa-nal kisebb
molekulatomeg( savok hasznalhatdk a profilok 6sszehasonlitdsara.

Ertelmezés

CIP WB G+M (kongenitalis toxoplazmozis)

e Sziletéskor (anya/gyermek par):

Az 1gG savok és az IgM savok fliggetelnil 6sszehasonlithatéak. Olvassa le az egymas melletti tesztcsikot
egyazon id6ben a tesztcsik tetejétdl az aljaig, mikozben megkeres minden olyan antigén savot, amely a kdldékzsindr
vérben megtalalhatd, de az anyai szérumban nem.

Barmely olyan sav, amely jol elkllénilt felbontdssal rendelkezikm a 120 kDa-nal kisebb molekulatomegli és csak a
gyermek vérében van jelen, bizonyitja azt, hogy a gyermekben jottek Iétre az anti-toxoplazma ellenanyagok, utalva a
kongenitdlis toxoplazmaézisra.

e Asziletés utani monitorozas alatt (gyermek DO / gyermek D+N parok):
Az IgG savok és az IgM savok fliggetelniil 6sszehasonlithatdak.
Olvassa le az egymas melletti tesztcsikot egyazon idGben a tesztcsik tetejétdl az aljaig, mikozben megkeres minden olyan
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antigén savot, amely a D+N napi szérumban megtalalhatoé, de a koldokzsindr vérben nem.

Barmely olyan sdv, amely jol elkiilonilt felbontdssal rendelkezikm a 120 kDa-nal kisebb molekulatémeg(i és csak a D+N
napi savéban van jelen, bizonyitja azt, hogy a gyermekben jottek létre az anti-toxoplazma ellenanyagok, utalva a
kongenitdlis toxoplazmozisra.

Megjegyzés: a CIP-WB IgG/IgM indikacidja a szlletés utani monitorozas soran szandékosan korlatozddik az IgG esetében
3 hoénapra, mig az IgM esetében 1 hénapra.

Megjeqgyzés: A megfest6dott molekula-suly standard (R1) egymas melletti elhelyezése lehetévé teszi a kifejl6dott
antigénsavok molekula-sulyanak becslését.

A - NEGATIV CIP B - POZITIV CIP

nem fert6zott gyermek fert6zott gyermek
IgG IgM IgG IgM Molekula-
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1. dbra. Kongenitdlis toxoplazmdzis — Példa a pozitiv és negativ eredményekre (Jelzések: a — anya;
g — gyermek)
A profilok példaként szerepelnek. A csikokat az "00011" tételbél szarmazo paraméterre jellemzé "A"
betiivel jeléltiik.

Az anya-gyermek par (A) a terhesség alatt fert6zott anydval van Osszhangban, de gyermeke nem
fert6z6dott meg: Az IgG profilok szigorian véve azononosak (atadott IgG), nincs mas tovabbi sav jelen a gyermek
IgG és/vagy IgM tesztcsikjan: A CIP-WB NEGATIV.

Az anya-gyermek par (B), kongenitdlis toxoplazmézis, a terhesség alatt fert6z6tt anydval van
Osszhangban, akinek a gyermeke is megfert6z6dott: Az atadott antitestek miatt, a gyermek IgG és/vagy IgM
tesztcsikokon tovabbi savok (€=) jelennek meg tokéletesen kivehetd formaban, melyek megfelelnek a gyermek
altal jonnan szintetizalt antitesteknek: A CIP-WB POZITiV.
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CIP WB IgG (okularis toxoplazm®ozis)

Olvassa le az egymas melletti tesztcsikot egyazon id6ben a tesztcsik tetejétdl az aljaig, mikozben
megkeres minden olyan antigén savot, amely a csarnokvizben (ah) megtaldlhato, és a szérumban (s) hianyzik.

Barmely olyan sav, amely jél elkiiloniilt felbontassal rendelkezikm a 120 kDa-ndl kisebb molekulatémeg( és
csak a csarnokvizben van jelen, bizonyitja az anti-toxoplazma ellenanyagok helyi termel6dését, utalva az
okularis toxoplazmazisra.
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2. dbra. Okuldris toxoplazmozis — Példa a pozitiv eredményre — (s= szérum; c= csarnokvizben)
A profilok példaként szerepelnek. A csikokat az "00011" tételbél szarmazo paraméterre jellemzé "A"
betiivel jeléltiik.

Nagyon fontos pontok

1. A CIP-WB IgG/IgM eredményeket mas klinikai, szeroldgiai, parazitoldgiai, epidemioldgiai és orvosi
képalkotasi informacidk fényében kell értelmezni a kongenitdlis vagy az okularis toxoplazmozis
diagndzisanak feldllitasakor.

2. A CIP-WB IgG/IgM negativ eredmény nem zarja ki a kongenitdlis vagy okuléris toxoplazmozis
diagndzisat. Ezeket a betegeket folyamatosan szlrni kell, amig a toxoplazmdzis diagnézisa véglegesen
nem igazolhaté vagy kizarhato.

3. A savok alakjai, méretei nagy mértékben valtozhatnak: keskeny, nagy, erésebb vagy gyengébb szin(,
intenziv, stb. Amikor ezt a vizsgalatot végezziik, akkor érdemes a ismert mintapdrokat is bedllitani,
szeroldgiai profiljaikat 6sszehasonlitani, annak érdekében, hogy megismerjék a savok leolvasasat.
Kezdetben azt javasoljuk, hogy a CIP-WB leolvasdasat a laboratériumban két személy 6nalléan végezze
el. Kiilonb6z6 kiértékelések esetén a CIP-WB ellendrzését el kell végezni.

4. Anagyon nagy molekulatdmeg(i antigén frakciok nagyon kozel dllnak egymashoz a tesztcsik felsd részén,
mig a kodzepes vagy alacsony molekulatémeg(li frakcidk jobb felbontasuak. A 120 kDa-nal nagyon
molekulasulyld savok nem hasznalhatok a vizsgdlat értelmezésére: az igy megjelend profil-kilonbségl
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mintdkat nem lehet pozitavnak tekinteni.

5. Ezzel ellentétben (kongenitélis toxoplazmdzis), a pozitiv CIP-WB IgM-eken gyakran egy ,triplet” (hdrom
nagyon kdnnyen felismerhetd sav) talalhatd, amelyek 75 és 100 kDa kozott talalhatdk (lasd , T” 1. dbra
17-es jobb oldali szalag).

6. A sziiletéskor (kongenitélis toxoplazmdzis) kiilénds figyelmet kell forditani a sdvok intenzitdsdnak
barmilyen 3ltalanos erdsodésére (haemokoncentracid), ami arra utalhat, hogy a koldékzsindrvérben
tovabbi sdvok lehetnek. Csak az ilyen profilkiilonbségeket mutatd szérumokat negativként tekinthetjik.

7. Ezzel ellentétben (kongenitdlis toxoplazmézis, okuldris toxoplazmdzis), egy vagy két kiilénalld sav
jelent8s erésodéssel (gyakran szélességgel és intenzitdssal) jelenik meg, mig a tobbi sdv azonos vagy
gyengébb intenzitast mutat, ami a pozitivitas kritériumanak tekintheté.

8. Természetes ellenanyagok (kongenitélis toxoplazmézis):

Az immunoblot technika rendkiv(il érzékeny és a CIP-WB vizsgalathoz hasznalt antigén lett kivalasztva a
tesztcsikon jelenlévé antigén-savok sokasagara.

Szdmos publikacido emliti az immunoblot altal kifejlédott sdvokat olyan személyeknél, akik soha nem
keriltek kapcsolatba a toxoplazmdzissal. Ezen antitesteket (IgG és IgM) mas technikakkal csak ritkan
kimutathatok, de azimmunoblot nagyon gyakran észleli. Ezek a keresztreakcidknak kszonhet6ek a még
meghatarozhatd természetli immunogének elleni ellenanyagokkal.

Ez az oka annak, hogy a TOXOPLASMA WB IgG-IgM teszt a profilok 6sszehasonlitasara alkalmas (Az I1gG
szeroldgiai meger@sitésére, hasznalja az erre a célra szant specifikus LDBIO TOXO Il IgG tesztet).

Az Ujszulottek nem mutatnak természetes ellenanyagot (az atadott anyai ellenanyagok kivételével), de
a természetes ellenanyagok megjelenésének valdszinlisége 3 hdnap elteltével névekednek a csecsemé
koraval; csak ritkan talalhaték meg a 3 és 6 honap kdzott. Ez az oka annak, hogy a CIP-WB IgG/IgM
indikacidja a szliletés utdni monitorozas soran szandékosan korlatozédik az I1gG esetében 3 hdnapra, mig
az IgM esetében 1 hénapra.

9. ,Heat Shock Protein” (kongenitélis toxoplazmézis): Nem specifikus, keskeny sav, amely gyenge, de
valtozo intenzitasu, 37 kDa-ig terjedd IgM-ben jelen lehet. Ez egy mitermék, amely az antigén
eléallitasakor jelenik meg és ugy hivjdk, hogy ,Heat Shock Protein”. Az anya-gyermek mindkét
tesztcsikon megjelenik, de néha sokkal kifejezettebnek tlinik bizonyos szérumok sordn a gyermek
szlir6vizsgdlata alatt. Ne vegye figyelembe ezt a savot.

10. A CIP-WB (okuldris toxoplazmézis): A CIP-WB IgM nem hasznalhatd fel az okuldris toxoplazmdzis
diagndzisaban. Masrészt, a CIP-IgA diagnosztikai jelentGségli. A CIP-IgA-val kapcsolatos tovabbi
informacidkért kérjik, vegye fel vellink a kapcsolatot.

HASZNALAT KORLATOZASA

o Afert6z06 betegség diagndzisa nem allapithaté meg egyetlen vizsgalati eredmény alapjan.

o A diagndzis feldllitdsa érdekében a szeroldgiai eredményeket a rendelkezésre allé informacidk (pl.
Epidemioldgia, klinikai, képalkotas, bioldgia stb.) Ezek nem hasznalhatdk a diagndzis alapjaul pusztan
a pozitivitasuk alapjan.

TELJESITMENYJELLEMZOK (lasd az irodalmi hivatkozasokat 11. oldal)

Ezeket a vizsgdlatokat fliggetlen referencialaboratériumok végezték

CIP-WB G+M: KONGENITALIS TOXOPLASMOSIS sziiletéskor (anya/gyermeke)

TOXOPLASMA WB IgG-IgM

POZITiV NEGATIV
KLINIKAI POZITIV KT n =54 41 13
ADATOK NEGATIV KT n = 60 0 60

1. tdbldzat: CIP-WB IgG / IgM teljesitménye sziiletéskor (n = 114), KT = kongenitdlis toxoplazmdzis

Specificitas = 100% Szenzitivitas = 76%
Pozitiv prediktiv érték = 100% Negativ prediktiv érték = 83%
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CIP-WB G+M: KONGENITALIS TOXOPLASMOSIS a sziilés utani monitorozé vizsgélat soran (gyermek DO/D20; D
= nap)

A korabban DO napnal vizsgalt 54 gyermekbdl (1. tabldazat) 10 nem fert6zott és 12 fert6zott gyermek
(n=22) volt monitorozva a D20 napig és retrospektiv analizis ala vetették a TOXOPLASM WB IgG-1gM kittel.

e DO nap: 12 fert6zott gyermek kozil 4 nem mutatott eltérést a sziletéstdl (fals negativ).
e D20 nap: Egyetlen egy gyermek marad negativ.

TOXOPLASMA WB IgG-IgM

POZITIV NEGATIV
KLINIKAI POZITIVKT n=12 11 1
ADATOK NEGATIV KT n =10 0 10

2. tdbldzat: CIP-WB IgG / IgM teljesitménye a D20 napon (n = 22), KT = kongenitdlis toxoplazmazis

Specificitas = 100% Szenzitivitas = 92%
Pozitiv prediktiv érték = 100% Negativ prediktiv érték = 91%

CIP-WB IgG: OKULARIS TOXOPLASMOSIS (szérum/csarnokviz)

A referencia kdzpontok altal publikdlt négy tanulmany meta-analizisébdl szarmazd teljesitmények az
alabb kerlilnek bemutatasra.

Ezek a tanulmanyok 6sszehasonlitjak a CIP-WB IgG teljesitményét a Goldmann Witmer Koefficienssel
(GWC) és PCR-rel. Ezek megmutatjik a diagnosztikai teljesitményeket, melyeket két vagy harom ilyen mddszer
kombinacidjaval kapunk meg.

Ezen négy tanulmany mindegyike haszndlja az LDBIO tesztet a kit haszndlati utasitdsdban szerepl6
ajanldsoknak megfelel&en.

Az érzékenységet 113 beteg esetében hataroztdk meg, akik klinikailag igazolt okuldris toxoplazmozist
mutattak. A specificitast egy kontroll populdcidn szamitottak ki, amely a toxoplazmads fert6zést6l eltéré
szemészeti koérilményt mutatott: okuldr toxocariasis (n=5), viralis fert6zés (n=10), mas fertézés (n=4), nem
fert6z6 szemészeti kériilmények (n=126), amelyekbdl a sziirkehalyog (n=42).

Szenzitivitas (Se):

A CIP-WB IgG altalanos érzékenysége 62,8% (n=113), teljesitménye hasonlé a GWC-hez (Se = 61,0%,
n=113) és nagyobb, mint a PCR (Se = 43,5%, n=92, p=0,0028).

A CIP-WB, a GWC és a PCR kombinacidja javitja a diagndzis érzékenységét:

CIP-WB + GWC : Se = 78,1% (n=96, p=0,0082)
CIP-WB + GWC + PCR : 86,3% (n=95, p=0,0001)

Specificitas (Sp):

A CIP-WB IgG altalanos specificitdsa 92,8% (n=111), teljesitménye hasonlé a GWC-hez (Sp=94,2%,
n=139) és kisebb a PCR-nél (Sp=100%, n=131, p=0,0009).

A két mddszer kombinacidja, a CIP-WB IgG + GWC, enyhén csokkenti a diagndzis specifitasat (Sp=91,1%,
n=101, p=0,32). A PCR-rel valé kombinacié nem befolydsolja a specifitast.
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Kovetkeztetés

A Toxoplasma WB IgG IgM immunvizsgdlat kivald teljesitményt nyujt a velesziletett vagy a szem
toxoplazmodzisanak diagnosztizdlasaban.

Velesziiletett toxoplazmdzisban a CIP-WB G + M érzékenysége sziiletéskor 76% [95CI 62-86%],
specificitasa 100% [95CI 92-100%]. Az élet elsé hdnapjaban végzett Ujboli tesztelés tovabb noveli a CIP-WB G +
M érzékenységét.

A szem toxoplazmoézisaban a CIP-WB IgG érzékenysége sziletéskor 62,8% [95CI 53,2-71,6%)], specifitasa 92,8%
[95CI 85,9-96,6%). Mas technikakkal (GWC és / vagy PCR) valé kombindcié noveli a diagnosztikai teljesitményt.

Reprodukalhatosag

Megvizsgdltak a sorozatok kozotti és a lot-ok kozotti reprodukdlhatésagot. Mindkét esetben, a szérum-
szarum korrelacid a specifikus sdvok vonatkozdsdban kivaldnak bizonyult.

Interferencia

Habar a hemolizalt, ikterikus vagy lipides szérumok esetében nem tapasztaltunk kiilonos
keresztreakcidt, 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 diffiizak": 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 talca nem volt rdzatva a reagensek adagoldsat kévetGen.

"A hdttérzaj nagyon jelentds, igy a tesztcsik leolvasdsa nagyon nehézkes": A mosas elégtelen volt, vagy az utolsé
inkubdcio tul sokaig tartott. Ugyeljen a vizsgalat megfelelSen térténd kivitelezésére, tartsa be a mosasi idSket,
és biztositsa a viz minGségét. Csokkentse le az utolsé inkubacié idejét.

Kivételes esetben, bizonyos szérumok nem specifikus modon reagalhatnak. Ezek utdan azimmunoblot eredményt
nem lehet kiértékelésre felhasznalni.

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

"A szinfejlédési utolso Iépésben az oldatban csapadék jelenik meg": a szubsztrat valéjaban részlegesen
kicsapddik (fekete pelyhek) a pufferben a szinfejlédés végén. Ez a jelenség nem valtoztatja meg a szinfejl6dés
minGségét, melyet szikséges tovabb folytatni. Az utolsd desztillalt vizes mosas eltavolitja ezen szilard
részecskéket.
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