TOXOPLASMA C€0459 LDBIO ¢ biagnostics
Western Blot IgG IgM

in vitro Test imunoblot
Tehnica semi-automata / manuala

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

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

Gasiti mai multe informatii si instructiuni de utilizare in limba dvs. pe site-ul nostru
www.ldbiodiagnostics.com
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UTILIZARE PREVAZUTA

TOXOPLASMA Western Blot (WB) IgG IgM este un test imunoblot de o singura utilizare ce urmareste
Compararea Profilurilor Imunologice (CPI-WB) pentru IgG si IgM care este destinata pentru a diagnostica:

e Toxoplasmoza congenitala la nastere (DO): CPI-WB G+M intre sangele matern si sangele din cordon.

e Toxoplasmoza congenitald in monitorizarea post-natala (D+N): CPI-WB G+M fintre sangele din cordon
la DO si sangele copilului la D+N.

e Toxoplasmoza oculara CPI-WB IgG intre serul pacientului si umoarea apoasa.

Acest test nu este destinat examinarii sau confirmarii serologiilor izolate. Pentru aceste aplicatii, utilizati
testul LDBIO TOXO II 1gG (ref. TOXO Il IgG WB).

PRINCIPIUL TESTULUI
Metoda Western Blot

Antigenii Toxoplasma gondii, odata separati prin electroforeza, se leaga prin electroblotting la suprafata
unei membrane de nitroceluloza (numita transfer) tdiata in 24 de benzi numerotate de la 1 la 24.

Efectuarea testului
Nota: Testdrile imunoblot IgG sau IgM descrisd mai jos sunt efectuate simultan pe durata manipularii.

1gG imunoblot

Testul consta Tn incubarea separata, cu 2 strip-uri contigue de la acelasi transfer, a celor doud probe (ser sau
umoare apoasa) pentru care este doritd o comparare a profilurilor imunologice.

e Pasul 1: Fiecare specimen de ser (sau umoare apoasa) ce va fi testat este incubat separat cu un strip.
Anticorpii anti-Toxoplasma potential prezenti in proba se leaga selectiv de antigenii T. gondii.

e Pasul 2: Conjugatul fosfatului alcalin-anti uman IgG se leaga apoi de anti-anticorpii legati.

e Pasul 3: Imunocomplexele reactioneaza cu substratul. Antigenele recunoscute de anticorpii anti-
Toxplasma clasa 1gG prezenti in probe sunt descoperite ca benzi transversale purpurii.

IgM imunoblot

Principiul testului este identic, dar in pasul 2 conjugatul anterior este inlocuit de un conjugat fosfat alcalin—anti-
uman IgM. Dezvoltarea culorii va releva, prin urmare, benzile cu antigeni recunoscute de anticorpii anti-
Toxoplasma clasa IgM prezenti in probe.

Citire

Compararea succesiva a perechilor de benzi IgG si apoi IgM (sau IgA) permite indicarea prezentei
potentialelor benzi care sunt dezvoltate doar de una dintre probe si nu de celdlalt (Interpretare cf. §).
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Reactivii furnizati

Implicit: pachet de 24 de teste #TOP-WB24GM
italic: pachet de 12 teste #TOP-WB12GM - bold: pachet de 96 teste (HTOP-WB96GM).

(Se dilueaza de 10 ori in apa distilata - solutie incolora).

ID Cantitate Descriere Compozitie
Nit lul ibilizata.
Dosar(e) de 24 (12, 4x24) BENZI: Standarde pre- Iroceluioza sensi ,I 1zata .
sectionate + colorate Greutate moleculara colorata (kDa):
R1 1 (Fie'care dosar si fieca-re transfer se identifica printr-un Albastru: 250, albastru: 150, albastru: 100, roz: 75,
. L P albastru: 50, verde: 37, roz: 25, albastru: 20,
numar de serie unic)
albastru: 15
R2 1 Flacoane de 30 (30, 125) ml de SOLUTIE-TAMPON Solutie-tampon + surfactant
PENTRU PROBE (Gata de utilizare - solutie roz). ’ P '
o N . . .
Flacoane de 30 (30, 60) ml de CONJUGAT ANTI IgG Solutie-tampon + seruri de caprine policlonale IgG
R3 1 L . . anti-umane conjugate cu fosfataza alcalina + NaN3
(Gata de utilizare — solutie albastra). s .
(<0,1%) + stabilizatori.
— ; — -
Flacoane de 30 (30, 60) ml de CONJUGAT ANTI-IgM Solutie-tampon + seruri policlonale de caprine IgG
R4 1 (gata de utilizare — solutie galben3) anti-umane conjugate cu fosfataza alcalina + NaN3
g Hee ’ (< 0.1%) + stabilizatori.
FI de 30 (30, 12 | de SUBSTRAT
RS 1 acoane de 30 (30, 125) ml de Solutie-tampon + NBT + BCIP + stabilizatori.
(Gata de utilizare — flacon maro opac).
Flacoane de 60 (60, 250) m| de SOLUTIE-TAMPON
R6 1 CONCENTRATA DE SPALARE 10X Solutie-tampon + surfactant.

R1: Litera de dinaintea fiecarui numar de banda este specifica parametrului.

R2, R3, R4, R5 si R6 sunt comune tuturor kiturilor si au un numar de lot unic, in functie de data producerii lor. Se
recomanda efectuarea testelor multi-parametru (a se vedea gama imunoblot LDBIO) pentru a limita numarul
de flacoane deschise si pentru a asigura un control mai bun al calitatii.

R3, R4, R10 (NaN3): EUH 032 - in contact cu acizi, degaj un gaz foarte toxic.

EUH 210 Fisa cu date de securitate disponibila la cerere, precum si pe site-ul www.ldbiodiagnostics.com.
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MATERIAL SUPLIMENTAR NECESAR, DAR NEFURNIZAT

e Tavide incubatie din polipropilena cu canale multiple pentru mini-bloturi (# WBPP-08 sau echivalent).

e Agitator oscilant pentru imunoblot, sistem de vid pentru lichide (tuburile # WBPP-08 pe care le furnizam pot
fi golite prin simpla rotire a acestora).

e  Tuburi si materiale pentru scoaterea probelor, cilindri gradati, recipiente adaptate.
Pipete automate, micropipete si varfuri de unica folosinta (volume de 10 pL, 25 ul, 1,2 ml si 2 ml).

e Apa distilata sau deionizatd. Hartie absorbantd (de exemplu, hartie de filtru Whatman), banda adeziva
transparenta.

e  Manusi, pensete pentru a manipula benzile, cutter sau bisturiu, rigla transparenta.

Nota: reactivii nostri pot fi utilizati Intr-un procesor de imunoblot automatizat. Trebuie sa aveti grija cu
eventualele contaminari chimice ale reactivilor nostri, daca procesorul este impartit cu reactivi de la un alt
producator (exemplu cunoscut: contaminarea cu TWEEN 20) si contaminari bacteriene. Rezervati flaconul pentru
procesor. Dupa procesare, nu puneti reactivii ramasi inapoi in flacoanele originale.

DEPOZITARE SI STABILITATE

A se pastra intre 2 si 8°C. Reactivii din kit sunt stabili pana la data de expirare indicata pe cutia exterioara

si etichetele flaconului. Nu utilizati reactiv contaminat sau tulbure. Solutia-tampon de spalare diluat la 1/10 este
stabild timp de 2 luni la +2 pana la + 8 °C si 0 saptamana la temperatura camerei.

PRECAUTIUNI DE UTILIZARE

Sigurantd

Numai pentru utilizare in vitro. Numai pentru uz profesional. Numai pentru personalul instruit tehnic.
Manipulati in conformitate cu Bunele Practici de Laborator si considerati orice reactiv si orice proba ca
avand potential toxic si/ sau infectios.

Purtati un halat de laborator, manusi si ochelari; nu beti, nu mancati sau nu fumati in laborator. Nu
atingeti cu gura pipetele.

Substratul contine un amestec de NBT si BCIP, toxic la contact (piele si mucoase) si inhalare.

Reactivii contin azida de sodiu, care poate forma saruri metalice explozive cu plumb si cupru. Clatiti cu
apa orice scurgere.

Evacuati deseurile (probe, varfuri, tuburi, lichid de spalare, reactiv utilizat ...) in conformitate cu bunele
practici utilizate in domeniu si reglementarile actuale din tara.

Orice incident grav trebuie sa faca obiectul unei declaratii catre producator si autoritatea competenta.

Mdsuri de precautie

Cititi si interpretati rezultatele sub lumina alba directa.

Este preferabil s se utilizeze toti reactivii din acelasi lot. Tn cazul in care se utilizeaza loturi diferite,
asigurati trasabilitatea.

Utilizati benzile in ordine numerica. Nu amestecati benzi din numere de serie diferite; utilizati
transferurile succesiv. Stabiliti un plan de distributie specific Thainte de a incepe testul.

Nu atingeti benzile cu degetele; utilizati pensete.

Reactivii trebuie amestecati bine inainte de utilizare, in special solutia-tampon de spalare concentrata.
inchideti flacoanele dupé utilizare; nu utilizati dac o substantd a fost introdusa accidental in reactivi.
Nu utilizati reactivul dintr-un flacon care prezinta semne de scurgere. Nu utilizati solutie tulbure sau
precipitata.

Utilizati doar varfuri de pipetd de unica folosinta. Evitati orice contaminare intra-canal. Urmariti
formarea de spuma sau bule in varfurile pipetelor (contaminarea bacterianad a flacoanelor cu reactiv).

Curatati tavile de incubatie numai cu apa distilata (nu folositi niciodata detergent sau inalbitor).

Omiterea unei probe sau distribuirea unui volum necorespunzator poate face ca rezultatul testului sa
fie negativ sau pozitiv, indiferent de starea reala a acestuia.
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COLECTAREA SPECIMENELOR

Se colecteaza aseptic probele n tuburi uscate. Un minim de 35 ul de ser sau 10ul de umoare apoasa
este necesar. in cazul umorii apoase, folosirea a 25 pl va creste sensibilitatea testului (Consultati § Procedura de
Testare).

Pastrati probele la 2-8 °C pana cand acestea sunt prelucrate. Daca este necesar sa le depozitati mai mult
de o saptamana, congelati probele la -20 £ 5°C. Nu utilizati probe contaminate. Evitati inghetarea si dezghetarea
probelor in mod repetat.

Chiar daca nu s-a observat o reactie incrucisata speciald cu serurile hemolizate, icterice sau lipidice, se
recomanda interpretarea cu grija a rezultatelor obtinute din utilizarea acestor probe.

PREPARAREA REACTIVILOR

Solutie-tampon de spalare: Pentru 4 teste, intr-o sticla curata, se dilueaza 10 ml de concentrat de spalare 10X
(R6) in 90 ml de apa distilata sau deionizata. Aveti grija sa amestecati bine Solutie-tampon diluat.

PROCEDURA DE TESTARE

Nota Bene: Se recomanda efectuarea testelor multiparametrice (vezi gama de imunoblot LDBIO) pentru a limita
numarul de flacoane deschise si pentru a asigura un control mai bun al calitatii.

1. Pregatiti planul de distributie a probelor.

Este strict obligatoriu sa comparati o pereche de probe cu benzile alaturate (numere contigue) dintr-un
transfer dat (acelasi numar de serie). Nu este fiabila compararea strip-urilor care au o distanta foarte mare intre
ele (de exemplu, nr.2 cu nr.15). Este periculos (rezultate false) sa comparati benzile din kituri diferite (strip-uri
cu numere de serie diferite).

2. Taiati numarul necesar de strip-uri (R1) folosind un bisturiu si o rigla transparenta, curata si uscata,
pastrand linia albastra de pozitionare pe benzi: tineti strip-urile ferm in pozitie cu rigla si taiati-le pe

partea tulpinii (numerele sunt vizibile prin rigla).
3. Distribuiti 1,2 ml de solutie-tampon pentru probe (R2) in fiecare canal, in conformitate cu planul stabilit.

4. Depuneti, in ordinea lor numerica, strip-urile numerotate in canale: Lasati strip-urile sa se rehidrateze
la suprafata timp de aproximativ 2 minute, cu numarul vizibil in partea de sus, APOI scuturati usor tava
pentru a le scufunda complet in solutie-tampon.

5. Distribuiti probele in acord cu planul de distributie stabilit (pasul 1) si volumele urmatoare:

Ser Umoare apoasa
IgG 10ul 10 sau 25ul
IgM 25ul -

Tn cazul umorii apoase, folosirea a 25 pl va imbuntiti sensibilitatea testului.
Scuturati usor tava dupa fiecare dispersare. Asezati tava pe un agitator oscilant.

Se incubeaza timp de 90 min + 5 minute la 20-26 ° C.

6. Pasul de spalare: Goliti continutul canalelor cu o pipeta Pasteur sau intorcand tava de incubatie. Se
distribuie 2 pana la 3 ml de solutie-tampon de spalare diluata in fiecare canal. Incubati pe agitatorul oscilant
timp de 3 minute. Repetati de 2 ori, apoi goliti continutul canalelor. Asigurati-va ca benzile nu se rotesc in
timpul acestor pasi.

7. Distribuiti, Tn acord cu planul de distributie stabilit, 1.2 ml de conjugat anti-IgG (R3) sau 1.2 ml de
conjugat anti-lgM (R4) in fiecare godeu corespunzator. Plasati tava pe un agitator oscilant.
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Se incubeaza timp de 60 min + 5 minute la 20-26 ° C.

8. Pasul de spalare: repetati etapa 6.

9. Distribuiti 1,2 ml de substrat NBT / BCIP (R5) in fiecare dintre canale. Asezati-l pe agitatorul oscilant si
protejati-l de lumina directa. Se incubeaza timp de 60 min + 5 minute la 20-26 ° C.

Indiferent de parametru, monitorizati dezvoltarea culorii. Dezvoltarea poate fi oprita daca culoarea de fundal a
benzii se intunecd pana la punctul in care citirea este dificila (calitatea pasilor de spalare are o influenta
fundamentala asupra colorarii fundalului). Retineti ca benzile se vor decolora pe masura ce se usuca.

e Este esential sd opriti simultan dezvoltarea culorii a 2 strip-uri dintr-o pereche data pentru o pereche dintr-
o sub-clasa de anticorpi, dar una se poate opri independent din IgG sau IgM (IgM, intr-o concentratie mica,
de obicei se dezvolta mai greu decat IgG).

e Serul de la copii are, in general, o concentratie mai mica de IgM. Reactiei ii trebuie timp sa se dezvolte corect
si nu trebuie sa fiti preocupati daca vedeti banda IgM maternala innegrita putin mai mult.

e Umoarea apoasa are, in general, o concentratie mai mica de anticorpi. Reactiei 1i trebuie timp sa se dezvolte
corect si nu trebuie sa fiti preocupati daca vedeti benzile de ser innegrite putin mai mult.

10. Opriti reactia prin aspirarea substratului cu o pipeta Pasteur sau prin rotirea tubului de incubatie si
distribuirea a 2 ml de apa distilata in canale. Repetati ultima etapa de spalare inca o data.

11. Uscarea benzilor: Cu canalele inca pline cu apa, apucati benzile de capatul numerotat folosind pensetele
si asezati-le, cu numarul vizibil, pe o hartie absorbanta Whatman. Lasati-le sa se usuce la aer. Culoarea benzilor
se va deschide in mod natural in timpul uscarii. Interpretarea trebuie efectuatda numai dupa finalizarea procesului
de uscare.

12. Depozitare: transferati benzile pe foaia de hartie care va fi folosita pentru a le arhiva. Aliniati liniile
albastre de pozitionare. Pastrati-le in pozitie cu rigla plata, lipiti partea superioara a benzilor cu banda adeziva
transparenta.

Se imperecheaza benzile de IgG si IgM din fiecare pereche de probe, una langa alta, in ordine crescatoare, urmand
planul de distributie stabilit (etapa 1).

Este strict obligatoriu sa comparati o pereche de probe cu benzile alaturate (numere contigue) dintr-un transfer
dat (acelasi numar de serie). Nu este fiabila compararea benzilor care au o distanta foarte mare intre ele (de
exemplu, nr.2 cu nr.15). Este periculos (rezultate false) sa comparati strip-urile din kituri diferite (strip-uri cu
numere de serie diferite).

CONTROLUL CALITATII SI INTERPRETAREA

Descrierea benzilor

O proba pozitiva poate prezenta un numar semnificativ de benzi situate intre 15 si 200 kDa. Doar benzile
cu o greutate moleculara mai mica decat 120 kDa pot fi utilizate pentru a compara profilurile.

Interpretarea

CIP WB G+M (toxoplasmoza congenitala)

e La nastere (perechile mama/copil):

Comparati independent strip-urile de IgG si strip-urile de IgM. Cititi cele 2 strip-uri contigue simultan
de sus in jos in timp ce notati orice banda antigena ce este prezenta in sangele din cordon si absenta din serul
matern.
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Orice banda care are o rezolutie bine definita, o Greutate Moleculara (MW) mai mica de 120 kDa si care este
prezentd doar la copil este dovada ca un copil are anticorpi sintetizati anti-toxoplasma, sugerand
toxoplasmoza congenitala.

e  Pe durata monitorizarii post-natale (perechi copil DO/copil D+N):

Comparati independent strip-urile de 1gG si strip-urile de IgM.

Cititi cele doua strip-uri contigue simultan de sus in jos in timp ce notati orice banda antigena ce este
prezenta in serul la D+N si absenta din sangele din cordon.

Orice banda ce are o rezolutie bine definita, o MW < 120 kDa si care este prezentd doar la D+N este dovada ca
un copil are anticorpi sintetizati anti-toxoplasma, sugerand toxoplasmoza congenitala.

Nota bene: indicarea CPI-WB IgG/IGM in monitorizarea post-natald este limitata intentionat la 3 luni pentru
1gG si 1 luna pentru IgM.

Note: Juxtapunerea greutatii moleculare patate standard (dosar R1) permite estimarea MW a benzilor antigene
dezvoltate (trebuie taiat dinainte cu o rigla si un bisturiu, ca o banda normala, si manevrata cu penseta).

A- CPI NEGATIV B- CPI POZITIV

COPIL NEINFECTAT COPIL INFECTAT
I G I M Greutate
Ig G IgM g g moleculara
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Fig. 1: Toxoplasmoza congenitald — Exemple de rezultate pozitive si negative (m= mama; c=copil)
Profilurile sunt prezentate ca exemple. Benzile sunt marcate cu litera "A" specifica parametrului din lotul
"00011".
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Perechea mama-copil (A) corespunde unei mame infectate pe durata sarcinii dar al carei copil nu este
infectat: Profilurile IgG sunt strict identice (IgG transmise); nu este altd banda aditionala prezenta pe strip-urile
1gG-ul si/sau IgM ale copilului: CPI-WB ESTE NEGATIV.

Perechea (B), toxoplasmoza congenitala, corespunde unei mame infectate pe durata sarcinii si al carei
copil a fost, de asemenea, infectat. Pe langd anticorpii transmisi, se observa perfect prezenta benzilor
suplimentare (€=), pentru 1gG si/sau IgM, pe strip-urile copilului, corespunzand anticorpilor recent sintetizati de
copil: CPI-WB ESTE POZITIV.

CIP WB IgG (toxoplasmoza oculara)

Cititi cele 2 strip-uri contigue simultan de sus in jos in timp ce notati orice banda antigena prezenta in
umoarea apoasa si absenta din ser.

Orice banda care are o rezolutie bine definita, o Greutate Moleculara (MW) mai mica de 120 kDa si care este
prezentd doar in umoarea apoasd dovedeste sintetizarea locala a anticorpilor anti-toxoplasma, sugerand
toxoplasmoza oculara.
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Fig. 2: Toxoplasmoza oculard — Exemple de rezultate pozitive — (s= ser; ah= umoarea apoasd)
Profilurile sunt prezentate ca exemple. Benzile sunt marcate cu litera "A" specifica parametrului din lotul
"00011".
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Puncte foarte importante

1. Rezultatele CPI-WB IgG/IgM trebuie interpretate in corelatie cu alte informatii imagistice clinice,
serologice, parazitologice, epidemiologice si medicale pentru a stabili diagnosticul de toxoplasmoza
congenitala sau oculara.

2. Un rezultat negativ CPI-WB I1gG/IgM nu exclude diagnosticul de toxoplasmozad congenitala sau oculara.
Acesti pacienti trebuie sa fie monitorizati mereu in timp pana cand diagnosticul de toxoplasmoza poate fi
confirmat sau exclus definitiv.

3. Aspectele benzilor pot varia mult: ingust, gros, mai mult sau mai putin colorat, intens etc.

Cand cineva aplica aceasta tehnica, se recomanda sa se efectueze mai multe comparatii ale profilurilor cu
perechile de probe stiute pentru familiarizarea cu citirea acestora.

La Tnceput, este recomandat, de asemenea, ca citirea CPI-WB sa fie facuta independent de doi indivizi in
laborator. in cazul interpretérilor discordante, trebuie executat un control CPI-WB.

4. Fractiunile antigene de greutate moleculara foarte mare (MW) sunt foarte alaturate in partea de sus a
strip-ului in favoarea unei rezolutii mai bune a fractiunilor MW medii si mici. Benzile cu MW > 120 kDa,
prin urmare, nu pot fi utilizate pentru a interpreta testul: probele care prezinta doar aceste mici diferente
de profil nu pot fi returnate ca pozitive.

5. in contrast (toxoplasmoza congenitald), un “triplet” (trei benzi foarte usor de recunoscut) situat intre 75 si
100 kDa este identificat foarte des in CPI-WB IgM pozitiv (vedeti “T” Fig. 1, strip-ul Nr. 17 la dreapta).

6. La nastere (toxoplasmoza congenitald), trebuie acordata o atentie deosebita oricarei accentuari generale
a intensitatii benzilor (hemoconcentratie) care poate sugera cad exista benzi aditionale in sangele din
cordon. Serurile care prezinta doar aceste mici diferente de profil sunt returnate ca negative.

7. in contrast (toxoplasmoza congenitald, toxoplasmoza oculard), intarirea semnificativa (adesea in litime si
intensitate) a uneia sau a doua benzi izolate, n timp ce toate celelalte benzi sunt identice sau cu o
intensitate mai slaba, este considerata a fi un criteriu pentru pozitivitate.

8. Anticorpi naturali (toxoplasmoza congenitald):

Tehnica imunoblot este extrem de sensibild si antigenul folosit pentru testul CPI-WB a fost selectat pentru
multiplicitatea benzi antigene prezente pe strip.

Numeroase publicatii mentioneaza benzi dezvoltate de imunoblot la indivizi care aparent nu au contractat
niciodatd toxoplasmoza. Acesti anticorpi (IgG si IgM) sunt detectati rar doar cu alte tehnici, dar sunt
detectati foarte frecvent de imunoblot. Acestia pot fi cauzati de reactii incrucisate cu anticorpi directionati
impotriva imunogenelor unei naturi ce urmeaza a se determina.

De aceea indicatia pentru testul TOXOPLASMA WB IgG-IgM este rezervat compararii profilurilor. (Pentru
a confirma serologiile IgG, utilizati testul specific LDBIO TOXO Il IgG care este destinat acestei utilizari)
Nou-nascutii nu prezinta anticorpi naturali (altii decat anticorpii materni transmisi), dar probabilitatea
aparitiei anticorpilor naturali creste cu varsta copilului dupa 3 luni; ei sunt identificati doar rar intre 3 si 6
luni.

De aceea, indicatia pentru CPI-WB IgG/IgM in monitorizarea post-natald este limitata intentionat la 3 luni
pentru IgG si 1 lund pentru IgM: benzile ce nu sunt specifice apar de fapt mai devreme pentru IgM.

9. “Heat Shock Protein” (toxoplasmoza congenitala):

O banda ce nu este specificd, ingustd, cu intensitate slaba, dar variabila poate fi prezenta pentru IgM pana
la 37 kDa. Este un artefact legat de prepararea antigenului si numit “Heat Shock Protein”. Prezenta pe
ambele benzi ale perechii mama-copil, cu toate acestea poate parea cateodata a fi mai pronuntata cu un
anumit ser pe durata monitorizarii copilului. Nu luati aceasta banda in considerare.

10. CIP-WB (toxoplasmoza oculard): CPI-WB IgM nu este de niciun folos in diagnosticarea toxoplasmozei oculare.

Cu toate acestea, CIP-IgA prezintd un interes diagnostic in aceasta situatie. Pentru mai multe informatii despre
CIP-IgA, va rugam sa ne contactati.

LIMITARI DE UTILIZARE

e Diagnosticul unei boli infectioase nu poate fi stabilit pe baza unui singur rezultat al testului.

e Rezultatele serologice trebuie interpretate in functie de informatiile disponibile (de exemplu,

epidemiologie, clinica, imagistica, biologie etc.) pentru a stabili un diagnostic. Acestea nu ar trebui sa

fie folosite ca baza de diagnostic doar pe baza pozitivitatii lor.
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PERFORMANTE (VEZI REFERINTELE LITERATURII P.11)

Aceste studii au fost efectuate de laboratoare de referinta independente.

CPI-WB G+M: TOXOPLASMOZA CONGENITALA la nastere (mama/copil)

TOXOPLASMA WB IgG-IgM
POS NEG
DATE POSTCn=>54 41 13
CLINICE NEG TC n = 60 0 60
Tabel. 1: Performanta CPI-WB IgG/IgM la nastere (n = 114)
Specificitate = 100% Sensibilitate = 76%
Valoarea predictiva pozitiva = 100% Valoarea predictiva negativa = 83%

CPI-WB G+M: TOXOPLASMOZA CONGENITALA in monitorizarea post natala (copil D0/D20)

Din 54 de copii testati Tnainte la DO (Tabel 1), 10 copii neinfectati si 12 copii infectati (n = 22) au fost
monitorizati pana la D20 si analizati in retrospectiva cu testul TOXOPLASMA WB IgG-IgM.

La DO: 4 din 12 copii infectati nu au prezentat un profil diferit fata de nastere (negative false).
La D20: 1 singur copil ramane negativ

TOXOPLASMA WB IgG-IgM
POS NEG
DATE POSTCn=12 11 1
CLINICE NEGTCn=10 0 10
Tabel 2: Performanta CPI-WB IgG/IgM la D20 (n = 22):
Specificitate = 100% Sensibilitate = 92%
Valoarea predictiva pozitiva = 100% Valoarea predictiva negativa = 91%

CPI-WB IgG: TOXOPLASMOZA OCULARA (ser/umoare apoasi)
Performantele prezentate mai jos provin din meta-analiza a patru studii publicate de centre de referinta.

Aceste studii compara performantele CPI-WB IgG cu cele ale Coeficientului Goldmann Witmer (GWC) si
cele ale PCR. Acestea arata, de asemenea, performantele diagnosticului obtinute de asocierea combinata a doua
sau trei din aceste tehnici.

Toate aceste patru studii au folosit testul LDBIO in acord cu recomandarile din instructiunile de utilizare
ale kitului.

Sensibilitatea a fost determinatd pe 113 pacienti prezentand toxoplasmoza oculara dovedita clinic.
Specificitatea a fost calculata pe o populatie de control prezentand o boald oculara alta decat infectia
toxoplasmica: toxocarioza oculara (n=5), infectie virala (n=10), alte infectii (n=4), boli oculare ce nu sunt
infectioase (n=126) din care cataracta (n=42).

Sensibilitate (Se)

Sensibilitatea generald a CPI-WB IgG este 62.8% (n=113), performanta care este comparabild cu GWC
e=61.0%, n= si mai mare decat e=43.5%, n=92, p=0. .
(5e=61.0%, n=113) si mai decat PCR (Se=43.5%, n=92, p=0.0028)

Combinatia de CIP-WB cu GWC si PCR imbunatateste sensibilitatea diagnosticului:

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

Specificitatea generala a CPI-WB IgG este 92.8% (n=111), performanta care este comparabila cu GWC
(Sp=94.2%, n=139) si mai mica decat PCR (Sp=100%, n=131, p=0.0009).

Combinatia celor doua tehnici, CIP-WB IgG + GWC, reduce usor specificitatea diagnosticului (Sp=91.1%,
n=101, p=0.32). Combinatia cu PCR nu influenteaza specificitatea.

Concluzie

Imunotestul Toxoplasma WB IgG IgM are o performanta excelentd in diagnosticul toxoplasmozei
congenitale sau oculare.

n toxoplasmoza congenitald, CIP-WB G + M are o sensibilitate de 76% [95CI 62-86%] si o specificitate
de 100% [95CI 92-100%] la nastere. Re-testarea in prima luna de viata creste si mai mult sensibilitatea CIP-WB G
+ M.

n toxoplasmoza oculard, CIP-WB IgG are o sensibilitate de 62,8% [95CI 53,2-71,6%] si o specificitate de
92,8% [95CI 85,9-96,6%). Combinatia cu alte tehnici (GWC si / sau PCR) creste performanta diagnosticului.

Reproductibilitate

S-a testat reproductibilitatea intre serii si intre loturi. in ambele cazuri, corelatia ser cu ser in raport cu benzile
specifice este excelenta.

Interferente

Chiar daca nu s-a observat o reactie incrucisata speciala cu serurile hemolizate, icterice sau lipidice, se recomanda
interpretarea cu grija a rezultatelor obtinute din utilizarea acestor probe.

DEPISTAREA DEFECTELOR

"Benzile sunt sterse, cu un contrast redus": Anumite seruri cu concentratii scazute de anticorpi pot da astfel de
rezultate.

"Pot fi vdzute zone umbrite, mai mult sau mai putin colorate, usor difuze": Strip-ul nu a fost complet scufundat
intr-unul dintre reactivi si nu s-a incubat corect pe toata lungimea sa. Petele pot fi, de asemenea, prezente acolo
unde proba a fost depusa, daca tava nu a fost scuturata dupa distribuire.

"Zgomotul de fond este semnificativ, ceea ce face ca citirea sd fie foarte dificila": spalarile au fost insuficiente
sau ultima incubatie a fost prea lunga. Aplicati tehnici bune de testare a performantelor, respectati timpii de
spalare si asigurati calitatea apei. Reduceti timpul ultimei incubari.

n mod exceptional, anumite seruri pot reactiona intr-o maniera nespecifici. Apoi, rezultatul testului imunoblot
nu poate fi folosit.

Acest zgomot de fond nespecific poate implica doar o parte din banda, facand rezultatele neinterpretabile doar
pentru acea parte.

"in timpul ultimei etape de dezvoltare apare un precipitat in solutie": substratul poate, de fapt, sd precipite
partial (fulgi negri) in solutie-tampon la sfarsitul dezvoltarii. Acest fenomen nu modifica calitatea dezvoltarii, care
trebuie continuata in mod normal. Ultima spalare cu apa distilata elimina posibilele particule solide prezente.
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