TOXOPLASMA ce€0459 LDBIO ¢ Diagnostics
Western Blot I1gG IgM

In vitro diagnosztika Immunoblot vizsgalat
Félautomatizalt / manualis technika

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

HASZNALATI UTMUTATO

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

A biztonsagrol és a teljesitményrél sz6lé 6sszefoglald elérhet6 a weboldalon
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RENDELTETESSZERU HASZNALAT

A TOXOPLASMA WB IgG-IgM egy kvalitativ, manualis, automatizdlhaté, professzionalis felhasznaldsra
szant immunoblot teszt, amely lehet6vé teszi a Toxoplasma gondii elleni 1gG és IgM immunoldgiai profilok
Osszehasonlitasat (CIP-WB).

A teszt az alabbiak diagnosztikajara szolgal:

e Kongenitalis toxoplazmozis sziletéskor (DO): CIP-WB G+M az anyai szérum és a gyermek széruma
(koldokzsinorvérbdl vagy periférias vérbbl szarmazo szérum) kozott.

e Kongenitdlis toxoplazmdzis szlletés utani monitorozasban (D+N): CIP-WB G+M a gyermek JO
id6pontban (kéldokzsinérvérbdl vagy periférias vérbdl szarmazd) széruma és a gyermek J+N id6pontban
vett széruma kozott.

e Aszem toxoplazmoézisa : CIP-WB IgG a beteg széruma és a csarnokviz kdzott.

Ez a mddszer nem szlirésre vagy a szeroldgia meger@sitésére szolgal. Ennek alkalmazdasdra haszndlja az
LDBIO TOXO Il IgG és/vagy az LDBIO TOXO Il IgM vizsgélatot.

A VIZSGALAT ELVE

Western Blot technika

A Toxoplasma gondii természetes antigénjeit elektroforézis segitségével elkilonitik ugy, hogy az
elektroblottolas sordn a 24 részre vaghatd (1-24-ig elnevezett) nitrocelluléz membran (mas néven transzfer)
felszinéhez kotédik.

A vizsgalat lefolytatdsa

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

I8G 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 Osszehasonlitasa
érdekében.

e 1 |épés: 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.

o 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 1gG tesztcsik parok, majd az IgM tesztcsik pdrok Osszehasonlitdsa megmutatja azon savok
potencialis jelenlétét, amelyek csak az egyik mintdban van jelen és a masikban nem (lasd Kiértékelés fejezetet).
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REAGENSEK BIZTOSITOTTAK

Alapértelmezés: 24 vizsgalatra elegendd tesztcsomag (#TOP-WB24GM)

déit: 12 vizsgdlatra elegendé tesztcsomag (#TOP-WB12GM) - Félkovér: 96 vizsgalatra elegendé tesztcsomag (HTOP-

WB96GM)
Azonositd | 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, Rdzsaszin: 75, Kék:
egyedi gyartasi szammal ellatott) 50, Z6ld: 37, Rézsaszin: 25, Kék: 20, Kék: 15.
30ml-es (30, 125) MINTA PUFFER (H Alat ,
R2 1 ,m es,( - > (Haszndlatra Puffer + fellletaktiv anyag + NaN3 (<0.1%)
WB-DE (30, 125) kész — rézsaszin oldat).
P Puff ti-human 1gG poliklonalis kecske szé
R3 30ml-es (30, 60) ANTI IgG KONJUGATUM utier + anti-uman 1gf polikionalis kecske szenim
1 . . . alkalikus-foszfatazzal konjugaltatva + NaN3
WB-IG (30, 60) (Hasznalatra kész — kék oldat). s
(<0.1%) + stabilizatorok
P Puff ti-human IgM poliklondlis kecsk
Ra 30ml-es (30, 60) ANTI-lgM KONJUGATUM utrer + antrauman 'gi pofiiiondlis kecske
WB-M (30, 60) 1 (Hasznélatra kész — sérga oldat) szérum alkalikus-foszfatazzal konjugaltatva + NaN3
' g ’ (<0.1%) + stabilizatorok
R5 1 30ml-es (30, 125) SZUBSZTRAT Puffer + NBT + BCIP + stabilizatorok + NaN3
WB-SA (30, 125) (Hasznalatra kész — barna oldat). (<0.1%)
60ml-es (60, 250) MOSO KONCENTRATUM 10X
RG PUFFER . ;
WB-LC (60, 250) 1 (Desztillalt vizben 10-szeresre kell higitani — Puffer + fellletaktiv anyag.
szintelen oldat).

R1: A ,A” betl az egyes szalagok szdma el6tt a TOXOPLASMA WB IgG-IgM atvitelekre jellemz6.

Az R2, R3, R4, R5 és R6 azonositoju reagensek az dsszes kithez altalanosak és egyedi gyartasi szammal ellatottak,
mely csak a gydrtasi id6pontjuktdl fligg. Ajanlott tobbparaméteres vizsgalatot végezni (lasd az LDBIO
immunoblot tartomdnyt) a kinyitott ampullak szdmanak korlatozasa és a jobb minGség-ellendrzés biztositasa
érdekében.

AKIT ALTAL NEM BIZTOSITOTT, DE SZUKSEGES REAGENSEK ES ANYAGOK

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

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

Desztilldlt vagy ionmentesitett viz. Abszorbens papir (példdul Whatman sz(irGlapok), atlatszé
ragasztdszalag.

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

Megjegyzés: Reagenseink hasznalhatdk egy automata immunoblot processzorban, feltéve, hogy azokat a
felhaszndldi laboratérium kordbban tesztelte a moddszer validalasa soran. Barmely automata immunoblot
processzor validalhaté tesztjeinkhez, feltéve, hogy megfelel a kbvetkez6 kritériumoknak:

A haszndlati utasitasban meghatarozott miikodési eljaras végrehajtasa (reagensek elosztésa, térfogatok,
razérendszer, inkubacios id6k, 1épések)

Azonos teljesitményszintek elérése, mint egy referenciatechnika, legyen az manudlis vagy korabban
validalt.

Amennyiben masik gyarté reagenseivel mikodtetik a processzort, ugy figyeljen az ebbdl adodo lehetséges
kémiai kontamindcié (ismert példa: TWEEN 20 oldattal térténd szennyezés) és bakteridlis kotaminacid
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elkerilésére. Tartsa az injekcids livegeket a proceszzorhoz. A vizsgdlati folyamatot kdvetéen, ne tegye vissza a
felhaszndlt reagenseket az eredeti injekcids livegbe.

TAROLAS ES STABILITAS

2-8°C kozott tarolandé. A készletb8l szarmazé reagensek a kiilsé dobozon és az injekcids Gveg cimkéin
feltlintetett lejarati datumig stabilak, szennyez&dés nélkiil. Ne hasznaljon szennyezett vagy zavaros reagenseket.
A mos6 puffer 1/10-es higitdsa 2 hoénapig stabil +2 és +8°C kozotti hémérsékleten vagy egy hétig
szobahémérsékleten.

OVINTEZKEDESEK

Biztonsag

e EUH 210 Kérésre biztonsagi adatlap kaphaté valamint a www.ldbiodiagnostics.com weboldalon.

e  Kizdrdlag in vitro diagnosztikai célu felhasznaldsra. Csak professzionalis haszndlatra. Csak m(szakilag
képzett személyzet szamara. Kezelje a J6 Laboratdriumi Gyakorlatnak (GLP) megfelelGen és tekintse a
reagenseket és barmely mintat potencidlisan fert6z6nek és/vagy toxikusnak.

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

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

e NBT és BCIP keveréket tartalmaz a szubsztrat, bérrel valé és nydlkahartyan keresztili érintkezés,
valamint belégzés soran toxikus.

e Az R2, R3, R4, R5 reagensek natrium-azidot tartalmaznak, mely élommal és rézzel robbanékony
fémsokat képezhetnek. A kiomlott anyagot oblitse le vizzel. EUH 032 - Savval érintkezve nagyon
mérgezl gazok képzdnek.

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

Ovintézkedések

e Olvassa el és értelmezze az eredményeket kdzvetlen fehér fény alatt. A leolvasast és az eredmények
értelmezését kizardlag tapasztalt szakember végezheti.

e  (Célszer( az 6sszes reagenseket ugyanabbdl a tételbdl hasznalni. Kiilonb6z6 tételek hasznalata esetén
biztositani kell a nyomon kdévethet6séget.

e Haszndlja a tesztcsikokat a szdmozot sorrendben. Ne keverje a kiilonb6z6 gyartasi szamu tesztcsikokat,
hasznalja a transzfereket egymas utdn. A vizsgdlat el6tt hozzon létre egy specidlis bedllitasi
munkatervet.

e Ne érjen a tesztcsikokhoz az ujjaival, haszndljon csipeszt a kezelésilikhoz.

e Areagenseket hasznalatuk el6tt alaposan dssze kell keverni, kiilondsen a koncentralt mosépuffert.

e Haszndlat utdn zarja be a flaskakat, ne hasznalja, ha egy anyag véletleniil bekerilt a reagensbe. Ne
hasznaljon reagenst olyan injekcids flaskabdél, amely a szivargas jeleit mutatja. Ne hasznalja a zavaros
vagy kicsapodott oldatot. Ne haszndljon sériilt csikokat.

e Haszndljon kizardlag eldobhatd, egyszer haszndlatos pipettahegyeket. Keriilie a csatorndk kdzotti
kontaminaciét. Ugyelien arra, hogy ne keletkezzen a pipettahegyek végeiben hab vagy buborék (a
reagens flaskdk bakteridlis kontaminacidija).

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

e A minta kihagydsa vagy a minta nem megfelel6 térfogata negativva vagy pozitivva teheti a vizsgalat
eredményét, figgetleniil annak tényleges allapotatdl.

MINTAVETEL

A mintdkat aszeptikus médon kell levenni: a szérumot szaraz csGbe, a csarnokvizet pedig Eppendorf tipusu,
laboratdriumi mlanyag cs6be kell gyUjteni. Legaldbb 35ul szérum vagy 10ul csarnokviz sziikséges.

Tartsa a mintdkat feldolgozasukig 2-8°C koz6tti hémérsékleten. Ha egy hétnél hosszabb ideig kell tarolni,
fagyassza le 6ket (< -20 °C). Keriilje a mintak ismétl6d6 olvasztasat-fagyasztasat.
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Habar a hemolizalt, ikterikus vagy lipides szérumok esetében nem tapasztaltunk kilonos keresztreakciot,
ajanlatos az ilyen mintak feldolgozasakor a kapott eredményeket koriltekintéen értelmezni.

REAGENSEK ELOKESZITESE

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

VIZSGALATI ELJARAS

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

1. Keszitse el a mintak beallitasi tervét. Tavolitsa el a reagenseket a hidegtaroldbél legaldbb 15 perccel a kezelés
elétt.

Szigoruan koételez6 a mintaparok Gsszehasonlitasa egy adott transzferbél szarmazé (azonos gyartasi szamu)
o6sszekapcsolt tesztcsikok (egymas melletti szamokkal) segitségével. Az egymastdl tavol esé tesztcsikok
Osszehasonlitdsa nem megbizhaté a kiértékelés soran (példaul 2. a 15. tesztcsikhoz képest). Nagyon keriilendé (fals
eredményt eredményez) azon tesztcsikok hasznalata, melyek kiilonb6z6 kitekbdl (tesztcsikok eltéré gyartasi szamuak)
szarmaznak.

¢ Kongenitdlis toxoplazmézis: a vizsgilandd anya/gyermek Osszetartozd tesztcsikparokat valtakozva kell
elhelyezni. A 7. |épésben végzett kezelés megkonnyitése érdekében a kiillénb6z6 parokat a kimutatandd 1gG- és
IgM-izotipusok szerint kell csoportositani.

* A szem toxoplazmdzisa: a szérum/csarnokviz 6sszetartozo tesztcsikparokat véltakozva kell elhelyezni.

2. Vagjale a sziikséges szamu tesztcsikot (R1) szike és tiszta és széraz, lapos atlatszé vonalzd segitségével, a fekete
poziciondld vonalakat hagyja meg a tesztcsikokon. A tesztcsikokra nyomja ra szorosan a vonalzét és vagja le a
tesztcsik oldala mentét a csikokat (a szamok a vonalzon keresztil lathatdak).

3. Azelkészitett bedllitasi tervnek megfelel6en a mintatarto télca egyes csatornéiba osszon el 1,2 ml minta puffert
(R2).

4. A szdmozasi sorrendnek megfelel8en helyezze el a tesztcsikokat a mintatartd télca csatorndiba Ugy, hogy a
tesztcsikok tetején lathatd szamok felfelé dlljanak: Hagyja, hogy a tesztcsikok feliilete korilbelll 1 percig
rehidratadlédjon a minta pufferben, majd dévatosan (itogessen meg a talcat, hogy teljesen elmeriljenek a
pufferben.

5. Ossza ki a mintakat a megallapitott bedllitasi terv szerint (1. [épés) és a kévetkez8 mennyiségekkel:

Szérum Csarnokviz
IgG 10ul 10l
IgM 25ul -

Az utolsé bemérést kbvetSen a tesztcsik tarold talcat helyezze egy kever6/razatd berendezésre. Majd razatva
inkubalja 9015 percig, 20-26°C kdzotti hEmérsékleten.

6. Mosasi lépés: Uritse ki a csatornak tartalmat vagy Pasteur pipetta segitségével vagy pedig az inkubdécios talca
felforditasaval. A talca egyes csatorndiba 2-3ml higitott mosépuffert pipettazzon. Inkubdlja a keverd/razaté
eszk6zon a tesztcsikokat 3 percig. Ismételje meg az el6z6 folyamatot kétszer, majd Uritse ki a csatorndk
tartalmait. Bizonyosodjon meg affell, hogy a tesztcsikok nem fordultak meg ezen |épések alatt.

7. Akialakitott bedllitasi/bemérési munkaterv alapjan adjon 1,2ml anti-IgG konjugatumot (R3) vagy 1,2ml anit-lgM
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konjugatumot (R4) minden egyes csatornaba. Helyezze a talcat a keverd/razatd eszkozre.

Inkubalja 60%5 percig, 20-26°C kozotti hEmérsékleten.

8. Mosasi lépés: Ismételje meg a 6. 1épést.

9. Adjon 1,2 ml NBT/BCIP szubsztrat keveréket (R5) minden egyes csatorndhoz. Helyezze a télcat a keveré/razatod
eszkdzre és most mar védje meg a tesztcsikokat a kdzvetlen napfénytél. Majd igy inkubalja 60+5 percig, 20-26°C
kozotti hémérsékleten a csikokat.

Az inkubaciés paramétertdl fluggetlenil folyamatosan figyelje a szin fejl6dését. A szinfejlédés ledllithatd, ha a tesztcsik
hattérszine s6tétebbé valik, ami megneheziti a leolvasast (a mosasi lépések minGsége alapvetben befolydsolja a hattérszint).
Ne feledje, hogy a tesztcsikok kivildgosodnak, ha megszaradtak.

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

A gyermekek savéja rendszerint az IgM-et alacsonyabb koncentracidban tartalmazzdk. A reakcidonak elegendd idé6t kell
biztositani ahhoz, hogy megfelel6en megtorténejn a szin fejlédése, és nem szabad aggddni az anyai IgM tesztcsikon
lathatd sav egy kicsit sotétebbé valik.

A csarnokvizre rendszerint alacsonyabb ellenanyag koncentracid jellemz6. A reakcidnak elegendé idSt kell biztositani
ahhoz, hogy megfelel6en megtorténejn a szin fejlédése, és nem szabad aggddni, ha a szérum tesztcsikon lathaté sav egy
kicsit sotétebbé valik.

10. Allitsa le a reakcidt a szubsztrat vagy Pasteur pipettdval torténé leszivasaval vagy az inkubacids kad
felforditasaval, majd 2ml desztillalt vizet adjon minden egyes csatornaba. Ismételje meg ezt az utolsd mosasi
|épést még egyszer.

11. Tesztcsikok megszaritdsa: A még vizzel telitett csatornakbdl vegye ki csipesz segitségével a tesztcsikokat, majd
jol lathaté médon, a szamozott végiikkel helyezze el Whatman abszorbens szlir6papirra. Hagyja megszaradni a
tesztcsikokat a levegén.

12. Térolas: Tegye at a megszaradt tesztcsikokat egy papirlapra, amit az archivalashoz fog hasznélni. Pontosan
rendezze a tesztcsikokat a fekete pozicionaléd vonal mentén. Tartsa ebben a helyzetben, egy lapos vonalzé
segitségével, majd a tesztcsikok felsé részént atlatszé ragasztoval rogzitse az archivald papirhoz.

Parositsa, egymas mellé, az IgG és IgM tesztcsik mintaparokat a névekvé szamsor szerint, a meghatdrozott bedllitasi
munkaterv figyelembevételével (1. épés).

Szigoruan koételez6 a mintaparok Gsszehasonlitasa egy adott transzferbél szarmazé (azonos gyartasi szamu)
o6sszekapcsolt tesztcsikok (egymas melletti szamokkal) segitségével. . Az egymastdl tavol esd tesztcsikok
Osszehasonlitdsa nem megbizhaté a kiértékelés soran (példaul 2. a 15. tesztcsikhoz képest). Nagyon keriilendé (fals
eredményt eredményez) azon tesztcsikok Osszehasonlitdsa, 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 150 kDa-nal kisebb
molekulatomeg(i sdvok hasznalhatdk a profilok 6sszehasonlitasara.
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Ertelmezés

CIP WB G+M (kongenitalis toxoplazmadzis)

e  Sziletéskor (anya/gyermek par):

Az IgG savok és az IgM savok fliggetelniil 6sszehasonlithatdak. Olvassa le az egymas melletti tesztcsikot
egyazon id6ben a tesztcsik tetejétdl az aljaig, mik6zben megkeres minden olyan antigén savot, amely a gyermek széruma
megtalalhatod, de az anyai szérumban nem.

Barmely olyan sdv, amely jol elkiloniilt felbontdssal rendelkezikm a 150 kDa-ndl kisebb molekulatomegi és csak a
gyermek vérében van jelen, bizonyitja azt, hogy a gyermekben jottek létre az anti-T.gondii ellenanyagok, utalva a
kongenitdlis toxoplazmaézisra.

Az IgM-izotipusu CIP esetében egy kilonleges esetet kell megemliteni: kimutattdk, hogy a gyermek szérumanak
immunoblot-analizisével kapott profilon a ,triplet” (a 75, 90 és 100 kDa-nal elhelyezkedd hirom sav) jelenléte
patognomikus a velesziiletett toxoplazmazis diagndzisara nézve, fliggetlenil attél, hogy ez a ,triplet” jelen van-e vagy
sem az anya szérumanak immunoblot-analizisével kapott profilon (lasd az bibliografia ; Peyclit et al., 2023 ; Carreno et
al., 2025).

e  Asziletés utani monitorozas alatt (gyermek DO / gyermek D+N parok):

Az 1gG savok és az IgM savok fliggetelnil 6sszehasonlithatéak. Olvassa le az egymas melletti tesztcsikot
egyazon idGben a tesztcsik tetejétél az aljaig, mikozben megkeres minden olyan antigén savot, amely a D+N napi
szérumban megtaldlhatd, de a DO id6pontban levett szérumbdl.

Barmely olyan sav, amely jol elkiiloniilt felbontdssal rendelkezikm a 150 kDa-nal kisebb molekulatomegl(i és csak a D+N
napi savoban van jelen, bizonyitja azt, hogy a gyermekben jottek létre az anti-T.gondii ellenanyagok, utalva a
kongenitdlis toxoplazmaézisra.

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

Megjeqyzés: A megfest6dott molekula-sily standard (R1) egymas melletti elhelyezése lehetévé teszi a kifejl6dott
antigénsavok molekula-sulyanak becslését.
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1. dbra. Kongenitdlis toxoplazmdzis — Példa a pozitiv és negativ eredményekre (Jelzések: A —anya;
G — gyermek)

A profilok példaként szerepelnek.

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
O0sszhangban, akinek a gyermeke is megfert6z6dott: Az atadott antitestek miatt, a gyermek IgG és IgM
tesztcsikokon tovabbi savok (€) jelennek meg tokéletesen kivehetd formaban, melyek megfelelnek a gyermek
altal Gjonnan szintetizalt antitesteknek: A CIP-WB POZITiV.

CIP WB IgG (okularis toxoplazm®dzis)

Olvassa le az egymas melletti tesztcsikot egyazon id6ben a tesztcsik tetejét6l az aljaig, mikdzben
megkeres minden olyan antigén savot, amely a csarnokvizben (ah) megtalalhatd, és a szérumban (s) hianyzik.

Barmely olyan sav, amely jél elkuloniilt felbontassal rendelkezikm a 150 kDa-nal kisebb molekulatomeg( és

csak a csarnokvizben van jelen, bizonyitja az anti-T.gondii ellenanyagok helyi termel&dését, utalva az okularis
toxoplazmozisra.
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2. dbra. Okuldris toxoplazmazis — Példa a pozitiv eredményre — (S= szérum; C= csarnokvizben)

A profilok példaként szerepelnek.

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 felallitasakor.

2. A CIP-WB IgG/IgM negativ eredmény nem zarja ki a kongenitdlis vagy okuléris toxoplazmdzis

diagndzisat. Ezeket a betegeket folyamatosan szlrni kell, amig a toxoplazmdzis diagnézisa véglegesen
nem igazolhato 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 leolvasdsat a laboratériumban két személy onalléan végezze
el. Kiilonb6z6 kiértékelések esetén a CIP-WB ellendrzését el kell végezni.

4. Anagyon nagy molekulatdmeg(i antigén frakciok nagyon kozel dlinak egymashoz a tesztcsik felsd részén,
mig a kodzepes vagy alacsony molekulatomegl frakcidk jobb felbontasuak. A 150 kDa-nal nagyon
molekulasulyld savok nem hasznalhatok a vizsgdlat értelmezésére: az igy megjelend profil-kilonbségl
mintdkat nem lehet pozitavnak tekinteni.

5. A pozitiv CIP-WB IgM-eken gyakran egy ,triplet” (hdrom nagyon kénnyen felismerhetd sav) taldlhato,
amelyek 75 és 100 kDa kozott taldlhatdk (lasd ,,T” 1. dbra 17-es jobb oldali szalag).
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6. A sziiletéskor (kongenitélis toxoplazmdzis) kiilénés figyelmet kell forditani a sévok intenzitdsdnak
barmilyen altalanos erdsodésére (haemokoncentracid), ami arra utalhat, hogy a koldékzsindrvérben
tovabbi savok lehetnek. Csak az ilyen profilkiilonbségeket mutaté szérumokat negativként tekinthetjlik.

7. Ezzel ellentétben (kongenitélis toxoplazmézis, okuldris toxoplazmézis), egy vagy két kildénalld sév
jelent8s erdsodéssel (gyakran szélességgel és intenzitdssal) jelenik meg, mig a tobbi sdv azonos vagy
gyengébb intenzitast mutat, ami a pozitivitas kritériumanak tekinthetd.

8. Természetes ellenanyagok (kongenitalis toxoplazmozis):

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

Szamos publikacié emliti az immunoblot altal kifejlédott savokat olyan személyeknél, akik soha nem
keriiltek kapcsolatba a toxoplazmodzissal. Ezek a keresztreakcidknak kdszonhet6ek a még
meghatdrozhaté természetli immunogének elleni ellenanyagokkal.

Ez az oka annak, hogy a TOXOPLASMA WB IgG-IgM teszt a profilok 6sszehasonlitdsara alkalmas. A
teszt nem alkalmazhato a toxoplazmozis diagndzisara egyetlen, izolalt mintabdl.

e Az Ujszlléttek nem mutatnak természetes ellenanyagot (az atadott anyai ellenanyagok kivételével),
de a természetes ellenanyagok megjelenésének valészinlisége elteltével névekednek a csecsemd
koraval. Ez az oka annak, hogy a CIP-WB IgG/IgM indikacidja a szlletés utani monitorozas soran
szandékosan korlatozddik az IgG esetében 3 hénapra, mig az IgM esetében 1 hénapra.

9. ,Heat Shock Protein” (kongenitalis toxoplazmdzis):
Nem specifikus, keskeny sdv, amely gyenge, de valtozé intenzitasu, 37 kDa-ig terjed6 IgM-ben jelen
lehet. Ez egy m(itermék, amely az antigén el&allitasakor jelenik meg és lgy hivjak, hogy ,Heat Shock
Protein”. Az anya-gyermek mindkét tesztcsikon megjelenik, de néha sokkal kifejezettebnek tiinik
bizonyos szérumok sordn a gyermek sz(irévizsgdlata alatt. Ne vegye figyelembe ezt a savot.

10. A CIP-WB (okuldris toxoplazmdzis): A CIP-WB IgM nem hasznalhaté fel az okularis toxoplazmdzis
diagndzisaban. Ezzel szemben a CIP-IgA diagnosztikai jelent&séggel birhat.

HASZNALAT KORLATOZASA

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

e A diagndzis feldllitdsa érdekében a szeroldgiai eredményeket a rendelkezésre allé informacidk (pl.
Epidemioldgia, klinikai, gydgyszeres kezelés, képalkotds, bioldgia stb.) Ezek nem haszndlhatdk a
diagndzis alapjaul pusztan a pozitivitasuk alapjan.

ANALITIKAI TELJESITMENY
Hliség

A reprodukalhatdsagi és ismételhet&ségi vizsgalatokat (tételen belili és tételek kdzoétti) minden egyes
tételen referencia alkalmazasaval végzik. E vizsgalatok kvalitativ vizualis értékelését tapasztalt személyzet végzi.
Kizardlag a megfelel6 precizitast (hliséget) igazold gyartasi tételek keriilnek felszabaditasra és forgalomba
hozatalra.

Interferencia

Habar a hemolizdlt, ikterikus vagy lipides szérumok esetében nem tapasztaltunk kalonos
keresztreakciot, ajanlatos az ilyen mintak feldolgozdsakor a kapott eredményeket koriltekintéen értelmezni.

KLINIKAI TELJESITMENY (lasd az irodalmi hivatkozésokat 13. oldal)

Ezeket a  vizsgalatokat flggetlen  referencialaboratériumok  végezték. A  95%-os
konfidenciaintervallumok szamitdsa folytonossagi korrekciéval modositott Wilson-médszerrel tértént.
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CIP-WB G+M: KONGENITALIS TOXOPLASMOSIS sziiletéskor (anya/gyermeke)

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

TOXOPLASMA WB IgG-IgM
POZITIV NEGATIV Osszesen
KLINIKAI POZITIV KT n = 54 41 13 54
ADATOK NEGATIV KT n = 60 0 60 60
Osszesen 41 73 114

Diagnosztikai érzékenység = 75.9% (95Cl [62.1%-86.1%])

Diagnosztikai specificitas = 100% (95CI [92.5%-100%])

CIP-WB G+M: KONGENITALIS TOXOPLASMOSIS a sziilés utani monitorozé vizsgélat soran (gyermek D0/D20; D
= nap)

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

e DO nap: 12 fert6zo6tt gyermek kozil 4 nem mutatott eltérést a sziletéstdl (fals negativ).
e D20 nap: Egyetlen egy gyermek marad negativ.

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

TOXOPLASMA WB IgG-IgM

POZITIV NEGATIV Osszesen
KLINIKAI POZITIV KT n =12 11 1 12
ADATOK NEGATIV KT n = 10 0 10 10
Osszesen 11 11 22

Diagnosztikai érzékenység = 91.7% (95CI [65%-99%])

Diagnosztikai specificitas = 100% (95CI [72%-100%])

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

A referencia kdozpontok altal publikdlt négy tanulmany meta-analizisébdl szarmazé teljesitmények az
alabb kerllnek bemutatasra.

Ezek a tanulmanyok 6sszehasonlitjak a CIP-WB 1gG teljesitményét a Goldmann Witmer Koefficienssel
(GWC) és PCR-rel. Ezek megmutatjak a diagnosztikai teljesitményeket, melyeket két vagy harom ilyen médszer
kombindciéjaval kapunk meg.

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

Az érzékenységet 113 beteg esetében hatdroztdk meg, akik klinikailag igazolt okuldris toxoplazmozist
mutattak. A specificitdst egy kontroll populdcion szamitottdk ki, amely a toxoplazmas fert6zést6l eltéré
szemészeti koriilményt mutatott: okuldr toxocariasis (n=5), viralis fert6zés (n=10), mas fert6zés (n=4), nem
fert6z6 szemészeti kérilmények (n=126), amelyekbdl a sziirkehalyog (n=42).

Diagnosztikai érzékenység = 62.8% (95CI [57.9%-66.9%])

A CIP-WB IgG altaldnos 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).
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A CIP-WB, a GWC és a PCR kombinacidja javitja a diagndzis érzékenységét:

CIP-WB + GWC : Se = 78,1% [95CI 68.9%-85.3%] (n=96, p=0,0082)
CIP-WB + GWC + PCR : Se = 86,3% [95CI 77.4%-92.2%] (n=95, p=0,0001)

Diagnosztikai specificitas = 92.8 % [95CI 88.8%-93.9%]

A CIP-WB IgG 4ltaldnos 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 modszer kombinacidja, a CIP-WB IgG + GWC, enyhén csokkenti a diagndzis specifitasat (Sp=91,1%
[95CI 84.6%-95.3%], n=101, p=0,32). A PCR-rel valé kombinacié nem befolyasolja a specifitast.

Kovetkeztetés

A TOXOPLASMA WB IgG IgM immunvizsgalat kivald teljesitményt nyujt a velesziiletett vagy a szem
toxoplazmozisanak diagnosztizdlasaban.

Velesziiletett toxoplazmdzisban a CIP-WB G + M érzékenysége sziiletéskor 75.9% [95CI 62.1%-86.1%)],
specificitdsa 100% [95CI 92.5-100%]. Az élet elsé hdnapjaban végzett Ujbdli tesztelés tovabb noveli a CIP-WB G
+ M érzékenységét.

A szem toxoplazmodzisdban a CIP-WB IgG érzékenysége sziiletéskor 62,8% [95CI 57.9-66.9%], specifitdsa 92,8%
[95CI 88.8-93.9%]. Mas technikdkkal (GWC és / vagy PCR) valé kombinacié noveli a diagnosztikai teljesitményt.

HIBAELHARITAS

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

"Arnyékolt teriiletek Iathatok, tobbé-kevésbé szinesek, egyhén difftizak”: 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 rdzatva a reagensek adagolasat kdvetéen.

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

Kivételes esetben, bizonyos szérumok nem specifikus mdédon reagalhatnak. Ezek utdn az immunoblot eredményt
nem lehet kiértékelésre felhasznalni.

Ez a nem-specifikus hattérzaj magaba foglalhatja a tesztcsik egy részét, igy az eredmények az adott terilet
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 szilard
részecskéket.
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