TOXOPLASMA Ce€0459 LDBIO « Diagnostics
Western Blot IgG IgM

Diagnostyka in vitro Test immunoblotu
Technika pétautomatyczna / reczna

HTOP-WB24GM: 24 tests
HTOP-WB12GM: 12 tests
HTOP-WB96GM: 96 tests

INSTRUKCJA UZYCIA

Wiecej informacji i instrukcje uzytkowania w swoim jezyku mozna znalez¢ na naszej stronie
internetowej www.ldbiodiagnostics.com
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PRZEZNACZENIE

TOXOPLASMA Western Blot (WB) IgG IgM to test jednorazowego uzytku immunoblot do
poréownywania profili immunologicznych (Comparison of Immunologic Profiles, CIP-WB) do oznaczania IgG i
IgM, ktory jest przeznaczony do diagnostyki:

e Wrodzona toksoplazmoza w dniu narodzin (DO): CIP-WB G+M pomiedzy krwig matki a krwig
pepowinowa.

e Wrodzona toksoplazmoza w monitoringu po narodzinach (D+N): CIP-WB G+M pomiedzy krwig
pepowinowa w DO a krwig dziecka w D+N.

e Toksoplazmoza oczna: CIP-WB IgG pomiedzy surowicg pacjenta a cieczg wodnista.

Ten test nie stuzy do wykonywania badan przesiewowych ani do potwierdzania osobnych serologii. W
przypadku takich zastosowan nalezy korzystac z testu test LDBIO TOXO I IgG (ref. TOXO Il 1IgG WB).

ZASADA DZIAtANIA TESTU

Technika Western Blot

Antygeny Toxoplasma gondii, po ich oddzieleniu za pomoca elektroforezy, zostajg zwigzane poprzez
electroblotting z powierzchnig membrany nitrocelulozowej (jest to tzw. transfer) podzielonej na 24 paski
ponumerowane od 1 do 24.

Wykonanie testu
Uwaga: Testy Immunoblot IgG lub IgM opisane ponizej sg prowadzone jednoczesnie podczas manipulacji.

Test Immunoblot IgG

Test obejmuje osobng inkubacje, przy zastosowaniu 2 sasiadujacych ze soba paskéw z tego samego
transferu, dwdéch prébek (surowicy lub cieczy wodnistej), ktdrych profile immunologiczne majg zosta¢
poréwnane.

e Krok 1: Kazda prébke surowicy (lub cieczy wodnistej) przeznaczong do testu inkubuje sie osobno za
pomocg paska. Przeciwciata przeciwko Toxoplasma potencjalnie obecne w prdébce wigzg sie
selektywnie z antygenami T. gondii.

e Krok 2: Nastepnie koniugat fosfatazy alkalicznej i przeciwciata przeciwludzkiego 1gG wigze sie ze
zwigzanymi przeciwciatami skierowanymi przeciwko przeciwciatom.

e  Krok 3: Immunokompleksy reagujg z substratem. Antygeny rozpoznane przez przeciwciata skierowane
przeciwko Toxoplasma klasy IgG obecne w préobkach sg widoczne jako fioletowe, poprzeczne pasma.

Test Immunoblot IgM

Zasada dziatania testu jest taka sama, lecz w kroku 2 poprzedni koniugat zostaje zastgpiony
koniugatem fosfatazy alkalicznej i przeciwciata przeciwludzkiego IgM. Rozwdj koloru wskaze wiec antygenowe
pasma rozpoznane przez antygenowe przeciwciata Toxoplasma klasy IgM obecne w prébkach.

Odczyt

Poréwnanie paskdw IgG a nastepnie IgM (lub IgA) umozliwia wykazanie potencjalnej obecnosci pasm,
ktére rozwijajg sie wytgcznie w obecnosci jednej z prébek a nie tej drugiej (patrz punkt Interpretacja).
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ZAWARTE ODCZYNNIKI

Domyslnie: pakiet 24 testow (#TOP-WB24GM)
kursywa: pakiet 12 testow (#TOP-WB12GM) — Ttusty druk: Pakiet 96 testéw (HTOP-WB96GM).

ID llos¢ Opis Sktad
. . . . Uwrazliwiona nitroceluloza
Eca):z(re;(\}\l/)e itéii.“xu) PASKOW: wstepnie przycigte + Oznaczona kolorami masa czgsteczkowa (kDa):
R1 1 (Kaidy pakiet i kaidy transfer jest oznaczony Ni,ebieski: 250, Niebieski: 150, Niebieski:lloo,
niepowtarzalnym numerem seryjnym) Roézowy: 75, Niebieski: 50, Zielony: 37, Rozowy:
25, Niebieski: 20, Niebieski: 15.
R2 1 Fiolka 30 (30, 125) ml ROZTWORU BUFOROWEGO | Roztwér buforowy + Srodek powierzchniowo
(Gotowy do uzycia - rozowy roztwor). czynny.
Roztwdr buforowy + poliklonalna surowica z
R3 1 Fiolka zawierajgca 30 (30, 60) ml KONIUGATU ANTY IgG | kozim przeciwludzkim 1gG skoniugowana z
(Gotowy do uzycia - niebieski roztwaér). fosfatazg alkaliczng + NaN3 (<0,1%) +
stabilizatory.
Fiolka zawierajaca 30 (30, 60) ml KONIUGATU ANTY Igh | Roztwor + poliklonalna ~surowica ~z  kozim
R4 1 (Gotowy do uzycia - 76fty roztwor). przeciwludzkim IgM skoniugowana z fosfatazg
alkaliczng + NaN3 (< 0.1%) + stabilizatory.
R5 1 Fiolka 30 (30, .125) mL.SUBSTRATU ) Roztwér buforowy + NBT + BCIP + stabilizatory.
(Gotowy do uzycia - nieprzezroczysta brazowa fiolka).
Fiolka 60 (60, 250) mL KONCENTRATU DO
RG 1 PRZEMYWANIA 10X ROZTWOR BUFOROWY Roztwdr buforowy + Srodek powierzchniowo
(Do 10-krotnego rozciericzenia w wodzie destylowanej - | czynny.
bezbarwny roztwodr).

R1: Litera przed kazdym numerem paska jest specyficzna dla parametru.

R2, R3, R4, R5i R6 sg wspodlne dla wszystkich zestawdw i majg niepowtarzalny numer partii uzalezniony wytacznie
od daty produkcji. Zaleca sie przeprowadzenie testow wieloparametrowych (patrz przedziat Immunoblot
LDBIO) w celu ograniczenia liczby otwartych fiolek i zapewnienia lepszej kontroli jakosci.

R3, R4 (NaN3): EUH 032 - W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo toksyczne gazy.

EUH 210 Karta charakterystyki dostepna na zadanie i na naszej stronie internetowej www.ldbiodiagnostics.com.

DODATKOWE WYMAGANE MATERIAtY NIE ZOSTANA ZAPEWNIONE

e  Wielokanatowe, polipropylenowe kuwety inkubacyjne do prowadzenia testow typu mini-blot (nr
WBPP- 08 lub réwnowazny).

e Platforma kotyszaca do testéw Immunoblot, system prézniowy do ptynéw (wanienki WBPP- 08, ktére
dostarczamy moga zostac oprdznione poprzez obrécenie).

e Probdéwki i materiaty do pobierania prébek, kolby z podziatky, specjalne pojemniki. Automatyczne
pipety, mikropipety i koncowki jednorazowego uzytku (o objetosci 10 uL, 25 pL, 1,2 mLi 2 mL).

e Woda destylowana lub dejonizowana. Papier absorpcyjny (np. bibuta Whatman), przezroczysta tasma
klejgca.

e Rekawiczki, pinceta do przenoszenia paskéw, obcinak lub skalpel, ptaska przezroczysta linijka.

Uwaga: Nasze odczynniki mogg by¢ wykorzystywane w automatycznym analizatorze Immunoblot. Nalezy
zachowac ostroznos¢ w celu unikniecia moziliwego skazenia chemicznego naszych odczynnikéw, jesli w
analizatorze stosowane s3 rowniez odczynniki innego producenta (znany przyktad: skazenie TWEEN 20), i
skazenie bakteryjne. Zachowac fiolki do analizatora. Po przetworzeniu nie wlewac pozostatosci uzytych
odczynnikéw z powrotem do oryginalnych fiolek.
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PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC

Przechowywa¢ w temperaturze od 2 do 8 °C. Odczynniki z zestawu zachowuja stabilno$¢ do daty
waznosci wskazanej na opakowaniu zewnetrznym i etykietach fiolek. Nie uzywaé zanieczyszczonego lub metnego
odczynnika. Roztwdr buforowy rozcieficzony do 1/10 zachowuje stabilno$¢ przez 2 miesigce w temp. +2 to +8 C
oraz przez jeden tydzien w temperaturze pokojowej.

SRODKI OSTROZNOSCI DOTYCZACE STOSOWANIA

Bezpieczenstwo stosowania

e Wylacznie do zastosowan in vitro. Tylko do uzytku profesjonalnego. Tylko dla przeszkolonego
technicznie personelu. Przestrzegac zasad Dobrej praktyki laboratoryjnej i traktowac kazdy odczynnik
i kazdg probke jako potencjalnie toksyczne i/lub zakazne.

e Nosic kitel laboratoryjny, rekawice i okulary; nie pi¢, nie jes¢ i nie pali¢ w laboratorium. Nie wktada¢
pipet do ust.

e  Substrat zawiera mieszanke NBT i BCIP, toksyczny w kontakcie (ze skorg i btong sluzowa) oraz przy
wdychaniu.

e Odczynniki zawierajg azydek sodu, ktéry moze tworzy¢ wybuchowe sole metaliczne z otowiem i
miedzig. Wszelkie rozlane odczynniki sptuka¢ woda.

e Utylizacja odpaddw (probki, koncéwki, ptyn do przemywania, zuzyty odczynnik...) zgodnie z dobrg
praktyka stosowang w branzy i przepisami obowigzujgcymi w danym kraju.

e Kazdy powazny incydent musi byé przedmiotem deklaracji skierowanej do producenta i wtasciwego
organu.

Srodki ostroznodci

e  Przeczytaji zinterpretuj wyniki w bezposrednim swietle biatym.

e Zaleca sie stosowanie wszystkich odczynnikdw z tej samej partii. Jesli uzywane sg rézne partie, nalezy
zapewni¢ mozliwosc $ledzenia ich losow.

e  Paski wykorzystywac¢ w porzadku numerycznym. Nie faczy¢ paskow o réznych numerach seryjnych,
transfery nalezy stosowac kolejno. Przed rozpoczeciem testu nalezy ustali¢ specjalny plan dystrybucji.

e Nie dotykac paskow placami, korzystac z pincety.

e Odczynniki nalezy dobrze wymiesza¢ przed uzyciem, w szczegdlnosci skoncentrowany roztwor
buforowy do przemywania.

e Zamknac¢ fiolki po uzyciu, nie uzywa¢, jesli do odczynnikow wprowadzono przypadkiem inng
substancje. Nie uzywac odczynnika z fiolki noszgcej oznaki wycieku. Nie uzywaé roztworu metnego lub
ze stratem.

e Stosowad wytacznie koncédwki pipety przeznaczone do jednorazowego uzytku. Unika¢ skazenia
pomiedzy poszczegdlnymi kanatami. Obserwowad koncéwki pod katem tworzenia sie piany i
pecherzykéw powietrza w ich wnetrzu (skazenie bakteryjne fiolek z odczynnikiem).

e  Kuwety inkubacyjne czysci¢ woda destylowang (w zadnym przypadku nie stosowaé detergentéw ani
wybielacza).

e Pominiecie prébki lub dystrybucja nieprawidtowej objetosci moze spowodowaé uzyskanie
negatywnym lub pozytywnym wynikiem testu, niezaleznie od rzeczywistego stanu.

POBIERANIE PROBEK

Aseptycznie pobrac prébki do suchych probdwek. Wymagane jest co najmniej 35 pul surowicy lub 10 pl
cieczy wodnistej. W przypadku cieczy wodnistej zastosowanie 25 ul zwiekszy czutos¢ testu (Partz § Procedura
Prowadzenia Testu).

Prébki nalezy utrzymywac w temperaturze 2-8 °C do czasu ich przetwarzania. Jezeli prébki majg by¢
przechowywane dtuzej niz tydzien, nalezy je zamrozi¢ w temperaturze -20 = 5 C. Nie uzywac skazonych probek.
Unikac kilkukrotnego zamrazania i rozmrazania prébek.

Nawet jesli nie zaobserwuje sie szczegdlnych reakcji krzyzowych w zhemolizowanych, ikterycznych lub

WB-TOP vs20 pl



lipemicznych prébkach surowicy, zaleca sie ostrozng interpretacje wynikdéw uzyskanych z takich prébek.

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Roztwoér buforowy do przemywania: Do 4 testdéw, w czystej butelce, rozciericzy¢ 10 mL koncentratu do
przemywania 10X (R6) w 90 mL wody destylowanej lub dejonizowanej. Uwazaj, aby dobrze wymieszac

rozcienczony bufor.

PROCEDURA PROWADZENIA TESTU

Prosze zauwazyc: Zaleca sie przeprowadzenie testow wieloparametrowych (patrz przedziat Immunoblot LDBIO)
w celu ograniczenia liczby otwartych fiolek i zapewnienia lepszej kontroli jakosci.

1.

Przygotowac plan dystrybucji préobki.

Sci$le wymagane jest poréwnanie pary probek z potaczonymi paskami (sasiadujace numery) z danego
transferu (ten sam numer seryjny). Poréwnywania paskow znajdujacych sie od siebie w duzej odlegtosci (np. nr
2 z nr 15) nie jest wiarygodne. Niebezpieczne jest (fatszywe wyniki) porownywanie paskéw z réznych zestawdw
(paski o réznych numerach seryjnych).

2.

Pocigé odpowiednig ilos¢ paskow (R1) za pomoca skalpela i czystej, ptaskiej, przezroczystej linijki,
utrzymuijac niebieskg linie pozycjonujacg na paskach: mocno przytrzymac paski w miejscu za

pomoca linijki i cigé je obok szczepu (numery sg widoczne przez linijke).

Wprowadzi¢ 1,2 ml roztworu buforowego (R2) do kazdego kanatu zgodnie z ustalonym planem.
Umiesci¢ ponumerowane paski w kanatach w porzagdku numerycznym. Nalezy odczeka¢, aby paski
sie ponownie nawodnity na powierzchni przez ok. 1 minute, tak aby numer byt widoczny na gérze,

NASTEPNIE delikatnie potrzasna¢ kuwetg, aby catkowicie zanurzy¢ je w roztworze buforowym.

Prébki nalezy rozdzieli¢ zgodnie z ustalonym planem dystrybucji (krok 1) i przy zastosowaniu
nastepujgcych objetosci:

Surowica Ciecz wodnista
IgG 10 ul 10 lub 25 ul
IgM 25 ul -

W przypadku cieczy wodnistej zastosowanie 25 pl zwiekszy czuto$é testu.
Delikatnie potrzasng¢ kuwetg po kazdym natozeniu. Umiesci¢ kuwete na platformie kotyszacej.
Inkubowac przez 90 min + 5 min w temp. 20-26 °C.

6.

Krok przemywania: Oprdzni¢ kanaty za pomocy pipety Pasteura lub poprzez odwrdcenie kuwety
inkubacyjnej. Natozy¢ 2 do 3 ml rozciericzonego roztworu buforowego do przemywania do kazdego
kanatu. Inkubowac na platformie kotyszacej przez 3 min. Powtdérzy¢ dwukrotnie, nastepnie opréznié
zawartos¢ kanatéw. Zwrdcié uwage na to, aby paski nie odwrdcity sie podczas tych krokdw.

Rozdziela¢ zgodnie z ustalonym planem dystrybucji, 1,2 ml koniugatu anty-lgG (R3) lub 1,2 ml
koniugatu anty-IgM (R4) w kazdym z odpowiednich dotkdw. Umiesci¢ kuwete na platformie
kotyszace;.

Inkubowac przez 60 min + 5 min w temp. 20-26 °C.

Step przemywania: powtdrzy¢ krok 6.

Natozy¢ 1,2 ml substratu NBT/BCIP (R5) do kazdego kanatu. Umiesci¢ na platformie kotyszacej i
chroni¢ przed bezposrednim swiattem Inkubowaé przez 60 min + 5 min w temp. 20-26 °C.
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Bez wzgledu na parametr monitorowac rozwéj koloru. Rozwéj mozna zatrzymaé, jesli kolor w tle paska ciemnieje
do punktu, w ktérym odczyt jest utrudniony (jako$¢ krokéw przemywania ma istotny wptyw na kolor w tle).
Prosze pamietac, ze paski beda jasnie¢ w miare wysychania.

e Podklasy przeciwciat, lecz mozna niezaleznie zatrzymac rozwdj koloru 1gG lub IgM (IgM, w nizszym
stezeniu, zazwyczaj rozwijajg sie wolniej niz 1gG).

e W surowicy dzieci stezenie IgM jest na ogét nizsze. Prawidtowy rozwdj reakcji wymaga czasu i nie nalezy sie
niepokoi¢, jesli paski z IgM matki sciemniejg nieco bardziej.

e W cieczy wodnistej stezenie przeciwciat jest na ogét nizsze. Prawidtowy rozwdéj reakcji wymaga czasu i nie
nalezy sie niepokoic, jesli paski z surowicg Sciemniejg nieco bardziej.

10. zatrzymad reakcje poprzez zassanie substratu za pomoca pipety Pasteura lub poprzez odwrécenie
kuwety inkubacyjnej i natozenie 2 ml wody destylowanej do kanatdw. Jeszcze raz powtdrzy¢ ostatni
krok przemywania.

11. Suszenie paskéw: Kiedy kanaty beda nadal wypetnione woda, chwycié paski pincetg za
nienumerowany koniec i potozy¢ ja na papierze absorpcyjnym Whatmana, tak aby numer byt
widoczny. Pozostawic¢ do wyschniecia. Kolor paskdéw zrobi sie naturalnie jasniejszy podczas suszenia.
Interpretacje mozna przeprowadzié¢ dopiero po zakoniczeniu suszenia.

12. Przechowywanie: Przenie$é¢ paski na arkusz papieru, ktdry zostanie uzyty do ich archiwizacji.
Ostroznie wyréwnaj paski z niebieska linig pozycjonowania. Przytrzymaé je w miejscu za pomoca
ptaskiej linijki i przykleié¢ gérng czes¢ paskow przejrzystg tasmg samoprzylepna.

Zestawi¢, obok siebie, paski IgG i IgM kazdej pary prébek, rosngco, zgodnie z ustalonym planem dystrybucji (krok 1).

Scisle wymagane jest poréwnanie pary prébek z potgczonymi paskami (sgsiadujace numery) z danego transferu
(ten sam numer seryjny). Poréwnywania paskéw znajdujacych sie od siebie w duzej odlegtosci (np. nr 2 z nr 15) nie
jest wiarygodne. Niebezpieczne jest (fatszywe wyniki) poréwnywanie paskéw z réznych zestawdw (paski o réznych
numerach seryjnych).

KONTROLA JAKOSCI | INTERPRETACIA

Opis pasm

Préobka dodatnia moze wykazywad znaczng liczbe pasm mieszczacych sie pomiedzy 15 a 200 kDa. Tylko
pasma o masie czasteczkowej ponizej 120 kDa mogg zostac¢ wykorzystane do poréwnania profili.

Interpretacja

CIP WB G+M (toksoplazmoza wrodzona)

e W dniu narodzin (pary matka/dziecko):

Przeprowadzi¢ niezalezne poréwnanie paskéw IgG i IgM. Jednoczesnie odczytacé 2 sgsiadujgce ze soba
paski od gory do dotu, zwracajgc jednoczesnie uwage na wszelkie pasma antygenowe obecne w krwi
pepowinowe] i nieobecne w surowicy matki.

Wszelkie pasma o wyraznej rozdzielczosci, masie czgsteczkowej (MW) ponizej 120 kDa i ktore sg obecne tylko
u dziecka stanowig dowdd na to, ze u dziecka doszto do syntezy przeciwciat skierowanych przeciwko
Toxoplasma, co sugeruje wrodzong toksoplazmoze.

e W okresie obserwacji kontrolnej po narodzinach (pary dziecko DO/dziecko D+N):

Przeprowadzi¢ niezalezne poréwnanie paskéw IgG i IgM. Jednoczesnie odczytac 2 sgsiadujace ze sobg
paski od géry do dotu, zwracajgc jednoczesnie uwage na wszelkie pasma antygenowe obecne w krwi surowicy
w D+N i nieobecne w krwi pepowinowej.
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Wszelkie pasma o wyraznej rozdzielczosci, MW < 120 kDa i ktére sg obecne tylko w D+N stanowig dowdd na
to, ze u dziecka doszto do syntezy przeciwciat skierowanych przeciwko Toxoplasma, co sugeruje wrodzong
toksoplazmoze.

Nota bene: wskazanie CIP-WB IgG/IGM w obserwacji kontrolnej po narodzinach celowo ogranicza sie do 3
miesiecy dla IgG i 1 miesigca dla IgM.

Uwagi: Zestawienie barwionego wzorca masy czgsteczkowej (folder R1) umozliwia MW rozwinietych pasm
antygenowych do oszacowania (nalezy go wczesniej pocigc za pomoca linijki i skalpela, tak jak zwykty pasek i
nalezy go przenosi¢ za pomoca pincety).

A - UJEMNY CIP B - DODATNICIP
(dziecko niezakazone) (dziecko zakazone)
1eG I 1eG I Masa
g gM 5 gM czasteczkowa
m d m o d m dm d KDa
N @ © I~ l
= |
= B 5 150
- f— E m
- - =
<+
—— - - vl -
L - B - 40
- .
- - w - .
tyem it
R 20
b

Rys. 1: Wrodzona toksoplazmoza - Przyktady wynikdéw dodatnich i ujiemnych (m=matka; d=dziecko)
Profile s3 podane jako przyktadowe. Paski oznaczone sg literg "A" witasciwg dla parametru z partii
"00011".

Para matka-dziecko (A) odpowiada matce zakazonej w trakcie trwania cigzy, ktérej dziecko nie jest
zakazone. Profile 1gG sg Scisle identyczne (przekazane IgG); na paskach 1gG i/lub IgM dziecka nie ma dodatkowych
pasm. WYNIK CIP-WB JEST UJEMNY.

Para (B), wrodzona toksoplazmoza, odpowiada zakazeniu matki w trakcie trwania cigzy, ktérej dziecko
jest réwniez zakazone. Oprocz przekazanych przeciwciat, idealnie wida¢ obecno$é dodatkowych pasm (€=), dla
1gG i/lub 1gM, na paskach dziecka, co odpowiada przeciwciatom nowo zsyntetyzowanym przez dziecko: WYNIK
CIP-WB JEST DODATNI.

CIP WB IgG (toksoplazmoza oczna)

Jednoczesnie odczytac 2 sgsiadujace ze sobg paski od gory do dotu, zwracajac jednoczesnie uwage na
wszelkie pasma antygenowe obecne w cieczy wodniste] i nieobecne w surowicy.
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Wszelkie pasma o wyraznej rozdzielczosci, masie czgsteczkowej (MW) ponizej 120 kDa i ktore sg obecne tylko
cieczy wodhnistej stanowig dowdéd na to, ze u dziecka doszto do syntezy przeciwciat skierowanych przeciwko
Toxoplasma, co sugeruje toksoplazmoze oczna.
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Rys. 2: Toksoplazmoza oczna - Przyktady wynikow dodatnich — (S= serum; cw cieczy wodnistej)
Profile sg podane jako przyktadowe. Paski oznaczone s3 literg "A" wiasciwg dla parametru z partii
"00011".

Najwazniejsze kwestie

1. Wyniki CIP-WB IgG/IgM nalezy interpretowaé w s$wietle innych informacji z badan klinicznych,
serologicznych, parazytologicznych, epidemiologicznych i obrazowych badan medycznych w celu
ustalenia diagnozy toksoplazmozy wrodzonej lub ocznej.

2. Negatywny wynik CIP-WB IgG/IgM nie wyklucza diagnozy toksoplazmozy wrodzonej lub ocznej. Tych
pacjentdw nalezy zawsze monitorowa¢ w czasie do momentu ostatecznego potwierdzenia lub
wykluczenia rozpoznania toksoplazmozy.

3. Moga wystepowaé duze rdznice pomiedzy réznymi aspektami pasm: waskie, grube, bardziej lub
mniej zabarwione, intensywne itp.

W przypadku zastosowania tej techniki zaleca sie przeprowadzenie kilku poréwnan profilu ze znanymi
parami probek, aby zaznajomi¢ sie ze sposobem ich odczytywania.

Na poczatku zaleca sie niezalezne wykonanie odczytu CIP-WB przez dwie osoby w laboratorium. W
przypadku niezgodnej interpretacji, nalezy przeprowadzi¢ kontrolny test CIP-WB:

4. Frakcje antygenowe o bardzo wysokiej masie czgsteczkowej (MW) znajdujg sie bardzo blisko siebie w
gornej czesci paska na korzysc lepszej rozdzielczosci frakcji o sredniej i niskiej masie czgsteczkowej. Z
tego wzgledu pasm MW > 120 kDa nie mozna wykorzysta¢ do interpretacji testu: prébki, ktore
wykazujg jedynie takie réznice w profilu nie moga da¢ wyniku dodatniego.
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5. Dla kontrastu (toksoplazmoza wrodzona), ,trdjka” (trzy bardzo tatwo rozpoznawalne pasma)
znajdujgce sie pomiedzy 75 a 100 kDa bardzo czesto znajduje sie na dodatnich CIP-WB IgM (patrz “T”
Rys. 1, pasek nr 17 na prawo).

6. W przypadku badania dniu narodzin (toksoplazmoza wrodzona) nalezy zwraca¢ szczegdlng uwage na
wzmocnienie intensywnosci pasm (hemokoncentracja), co moze sugerowaé, ze dodatkowe pasma
istniejg w krwi pepowinowej. Probki surowicy o takich réznicach w profilu dajg wynik ujemny.

7. Dla kontrastu (toksoplazmoza wrodzona, toksoplazmoza oczna), istotne wzmocnienie (czesto pod
wzgledem szerokosci i intensywnosci) jednego lub dwdch izolowanych pasm, podczas gdy wszystkie
pozostate pasma majg takg sama lub stabszg intensywnos¢, uznaje sie za kryterium wyniku
dodatniego.

8. Naturalne przeciwciata (toksoplazmoza wrodzona).

Technika Immunoblot jest niezwykle czuta i antygen zastosowany w tescie CIP-WB zostat wybrany dla
réznych pasm antygendéw obecnych na pasku.

Liczne publikacje wymieniajg pasma opracowane za pomocg techniki Immunoblot u osdb, ktore
najwyrazniej nigdy nie zostaty zakazone toksoplazmozga. Te przeciwciata (IgG i IgM) sg bardzo rzadko
wykrywane przez inne techniki, lecz bardzo czesto wykrywa je test Immunoblot. Moze to wynika¢ z
reakcji krzyzowych z przeciwciatami skierowanymi przeciwko immunogenom, ktérych natury jeszcze
nie okreslono.

To witasnie dlatego wskazania dla testu TOXOPLASMA WB IgG-IgM sg zastrzezone do poréwnywania
profili. (Aby potwierdzi¢ serologie 1gG, nalezy wykorzysta¢ swoisty test LDBIO TOXO Il IgG, ktory jest
do tego przeznaczony)

Noworodki nie wykazujg naturalnych przeciwciat (innych niz przeciwciata przekazane przez matke),
lecz prawdopodobienstwo pojawienia sie naturalnych przeciwciat wzrasta z wiekiem dziecka po 3
miesigcach, sg one jednak rzadko stwierdzane pomiedzy 3 a 6 miesigcem zycia.

To dlatego wskazanie CIP-WB 1gG/IGM w obserwacji kontrolnej po narodzinach celowo ogranicza sie
do 3 miesiecy dla 1gG i 1 miesigca dla IgM: nieswoiste pasma w rzeczywistosci nie pojawiajg sie
wczesniej dla IgM.

9. ,Heat Shock Protein” (toksoplazmoza wrodzona):

Nieswoiste, waskie pasmo o stabej lecz zmiennej intensywnosci moze by¢ obecne dla IgM do 37 kDa.
Jest to artefakt zwigzany z preparatem antygenu i nazywany , Heat Shock Protein”. Obecny na obu
paskach pary matka-dziecko moze on niemniej jednak czasami wydawac sie wyrazniejszy w pewnych
probkach surowicy w trakcie obserwacji kontrolnej dziecka. Nie nalezy uwzglednia¢ tego pasma.

10. CIP-WB (toksoplazmoza oczna): Test CIP-WB IgM nie nadaje sie do diagnozowania toksoplazmozy
ocznej.

Jednak CIP-IgA ma znaczenie diagnostyczne w tej sytuacji. Aby uzyskaé wiecej informacji na temat CIP-
IgA, prosimy o kontakt.

OGRANICZENIA ZASTOSOWANIA

e Diagnozy choroby zakaZnej nie mozna ustali¢ na podstawie jednego wyniku testu.

e  Woyniki serologiczne nalezy interpretowac zgodnie z dostepnymi informacjami (np. epidemiologiczne,

kliniczne, obrazowe, biologiczne itp.) w celu ustalenia diagnozy. Nie powinny by¢ one wykorzystywane

jako podstawa do diagnozy tylko na podstawie ich pozytywnego wyniku.

WYDAINOSC (patrz bibliografia S. 12)

Te badania zostaty przeprowadzone przez niezalezne laboratoria referencyjne.
CIP-WB G+M: Wrodzona toksoplazmoza w dniu narodzin (matka/dziecko)

TOXOPLASMA WB IgG-IgM

POS NEG
DANE POSCTn=54 41 13
KLINICZNE NEG CT n =60 0 60

Tabela. 1: Parametry testu CIP-WB IgG/IgM wykonywanego przy urodzeniu (n = 114)
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Swoisto$¢ = 100% Czutos¢ =76%
Wartos¢ predykcyjna dodatnia = 100% Wartos¢ predykcyjna ujemna = 83%

CIP-WB G+M: WRODZONA TOKSOPLAZMOZA w obserwacji kontrolnej po narodzinach (dziecko D0O/D20)

Z 54 dzieci przebadanych wczesniej w DO (Tabela 1), 10 dzieci niezakazonych i 12 dzieci zakazonych
(n =22) byto monitorowanych do D20 i uzyskane dane poddano analizie retrospektywnej za pomocg testu
TOXOPLASMA WB IgG-IgM.

e W DO: 4 z 12 zakazonych dzieci nie wykazato profilu réznigcego sie od urodzenia (fatszywe wyniki
ujemne).
e W D20: U 1 dziecka wynik pozostaje ujemny.
TOXOPLASMA WB IgG-IgM

POS NEG
DANE POSCTn=12 11 1
KLINICZNE NEG CT n = 10 0 10

Tabela 2: Parametry testu CIP-WB IgG/IgM wykonywanego przy urodzeniu w D20 (n = 22)

Swoistos$¢ = 100% Czutosé = 92%
Wartosc predykcyjna dodatnia = 100% Wartosc¢ predykcyjna ujemna = 91%
CIP-WB IgG: TOKSOPLAZMOZA OCZNA (surowica/ciecz wodnista)

Parametry opublikowane ponizej pochodzg z metaanalizy czterech badan opublikowane wedtug osrodkow
odniesienia.

Te badania poréwnujg parametry CIP-WB IgG ze wspdtczynnikiem Goldmanna Witmera (GWC) i PCR.
Pokazujg one réwniez parametry diagnostyczne uzyskane dzieki skojarzonemu zastosowaniu dwdch lub trzech z
tych technik.

Wszystkie z tych czterech badania korzystaty z testu LDBIO zgodnie z zalecaniami instrukcji uzycia zestawu.

Czutos¢ oznaczono na 113 pacjentach z klinicznie potwierdzong toksoplazmozg oczng. Swoistos¢ obliczono
w populacji kontrolnej z chorobami oczu innymi niz zakazenie toksoplazmozg: toksokaroza oczna (n=5), infekcja
wirusowa (n=10), inne infekcje (n=4), niezakazne choroby oczu (n=126) w tym za¢ma (n=42).

Czutos¢ (Sensitivity, Se)

Ogdlna czutos$¢ CIP-WB IgG wynosi 62,8% (n=113), wartos¢ tego parametru jest poréwnywalna z GWC
(5e=61,0%, n=113) i wyzsza niz PCR (Se=43,5%, n=92, p=0,0028).

Kombinacja CIP-WB z GWC i PCR poprawia czutos¢ diagnozy:

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

Swoistosc¢ (Specificity, Sp)

Ogdlna swoistos¢ CIP-WB IgG wynosi 92,8% (n=111), wartos¢ tego parametru jest porownywalna z
GWC (Sp=94,2%, n=139) i nizsza niz PCR (Sp=100%, n=131, p=0,0009).

Kombinacja dwdch technik, CIP-WB IgG + GWC, nieco obniza swoisto$¢ diagnozy (Sp=91,1%, n=101,
p=0,32). Kombinacja z PCR nie ma wptywu na swoistos¢.

Whiosek

Test immunologiczny Toxoplasma WB IgG IgM ma doskonate wyniki w diagnostyce wrodzonej lub
ocznej toksoplazmozy.
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W toksoplazmozie wrodzonej CIP-WB G + M ma czutos¢ 76% [95CI 62-86%)] i swoistos¢ 100% [95CI 92-
100%)] przy urodzeniu. Ponowne testowanie w pierwszym miesigcu zycia dodatkowo zwieksza czutos¢ CIP-WB G
+ M.

W toksoplazmozie ocznej CIP-WB IgG ma czutosé 62,8% [95CI 53,2-71,6%)] i swoistosc 92,8% [95CI 85,9-
96,6%)]. Potgczenie z innymi technikami (GWC i / lub PCR) zwieksza wydajnos¢ diagnostyczna.

Odtwarzalnos¢

Przetestowano odtwarzalno$¢ pomiedzy seriami i partiami. W obu przypadkach korelacja surowicy do
surowicy w odniesieniu do swoistych pasm jest doskonata.

Interferencje

Nawet jesli nie zaobserwuje sie szczegdlnych reakcji krzyzowych w zhemolizowanych, ikterycznych lub
lipemicznych prébkach surowicy, zaleca sie ostrozng interpretacje wynikdéw uzyskanych z takich prébek.

ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

,Pasma sq blade z niewielkim kontrastem”: Pewne prébki surowicy z niewielkim stezeniem przeciwciat moga
dawac takie wyniki.

,Sq widoczne obszary zacienione, mniej lub bardziej wybarwione, nieco rozproszone”: Pasek nie byt catkowicie
zanurzony w jednym z odczynnikdéw i inkubacja nie przebiegta prawidtowo na catej dtugosci paska. Plamy mogg
by¢ rowniez obecne, jesli probka zostata umieszczona w kuwecie, ktdra nie zostata odpowiednio wytrzasnieta po
umieszczeniu w niej probki.

,Szum jest istotny i bardzo utrudnia odczyt”: Przemywanie byto niewystarczajgce lub ostatnia inkubacja trwata
zbyt dtugo. Zapewnic¢ dobre techniki testowania, przestrzega¢ czasdw przemywania i zapewni¢ odpowiednig
jakos$¢ wody. Skrécic czas ostatniej inkubacji. W wyjgtkowych sytuacjach, pewne prébki surowicy mogg reagowac
W sposOb nieswoisty. W takiej sytuacji wyniku testu Immunoblot nie mozna wykorzystac.

Nieswoisty szum moze wystepowac tylko na fragmencie paska, uniemozliwiajac interpretacje wynikow tylko dla
tego fragmentu.

,W roztworze pojawia sie strqt podczas ostatniego kroku rozwoju”: substrat moze rzeczywiscie ulec wytrgceniu
(czarne ptatki) w roztworze buforowym pod koniec rozwoju. To zjawisko nie wptywa na jakos¢ rozwoju. To
zjawisko nie wptywa na jakos$¢ rozwoju, ktdry nalezy kontynuowac normalnie. Ostatnie przemywanie wodg
destylowang eliminuje obecnos¢ czastek statych.
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